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Résumé 
Il a été démontré que les chevaux atteints du souffle présentent une 
augmentation de la masse de muscle lisse entourant les voies respiratoires 
comparativement à des chevaux sains (Herszberg, Ramos-Barbon et al. 2006, Leclere, 
Lavoie-Lamoureux et al. 2011). L’augmentation de la masse de muscle lisse ainsi 
observée résulte d’une hyperplasie, et possiblement, d’une hypertrophie des myocytes. 
Les traitements usuels du souffle ne sont que partiellement efficaces à diminuer cette 
augmentation. L’objectif de cette étude était d’explorer les mécanismes moléculaires 
impliqués dans ces changements affectant la cellule musculaire lisse dans la pathologie 
du souffle chez le cheval. Pour ce faire, nous avons examiné les effets d’une exposition 
antigénique sur l’expression du «Serum Response Factor» (SRF) dans le muscle lisse 
bronchique. Le SRF est un facteur de transcription localisé dans le noyau de la cellule 
musculaire lisse et régulant l’expression génique de celle-ci en favorisant un phénotype 
prolifératif ou contractile. Les résultats démontrent qu’avant exposition antigénique, 
les pourcentages de cellules exprimant le SRF sont faibles. Une augmentation 
significative du pourcentage de myocytes exprimant le SRF survient suite à une 
stimulation antigénique chez les chevaux atteints de souffle alors qu’aucune 
augmentation n’est observée chez les chevaux contrôles. Ces résultats suggèrent que le 
SRF pourrait contribuer au remodelage du muscle lisse péribronchique dans la 
pathologie du souffle. 
Mots-clés : muscle lisse, souffle, remodelage des voies respiratoires, SRF, facteur de 
transcription 
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Abstract 
Previous studies have shown that heaves-affected horses, when compared to 
age-matched control horses, have an increased smooth muscle mass surrounding their 
airways (Herszberg, Ramos-Barbon et al. 2006, Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 
2011). Also, it is shown that hyperplasia, and possibly hypertrophy, contribute to this 
finding. Current therapies are only partially effective at reversing this finding. The goal 
of this study was to explore the molecular pathways involved in airway smooth muscle 
remodelling during heaves. We studied the Serum Response Factor (SRF), a nuclear 
transcriptional factor that controls gene expression in the smooth muscle cell and 
favour either a proliferative or a contractile phenotype. The results show that before 
antigenic exposition, the percentage of cells expressing SRF is low. A significant 
increase in the percentage of SRF-expressing myocytes occurs after antigenic 
stimulation in heaves-affected horses whereas no increase is observed in control 
subjects. These results suggest that the transcription factor SRF may contribute to 
airway smooth muscle remodeling in heaves-affected horses.  
Keywords : smooth muscle, heaves, airway remodeling, SRF, transcription factor 
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1. Introduction 
Le souffle chez le cheval est une pathologie qui est similaire en certains points à 
l’asthme chez l’humain. Ce sont deux pathologies inflammatoires impliquant les voies 
respiratoires inférieures et qui sont caractérisées par une hyperréactivité des bronches 
et une obstruction bronchique réversible (Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 2011). 
Cette maladie du cheval sert donc de modèle pour l’étude de l’asthme humain. Dans le 
souffle, les voies respiratoires subissent un remodelage tissulaire ayant un impact sur la 
fonction respiratoire. Il est caractérisé par une hyperplasie des cellules à mucus, une 
augmentation de la masse de muscle lisse bronchique et une modification de la matrice 
extracellulaire (Kaup, Drommer et al. 1990, Bartner, Robinson et al. 2006, Herszberg, 
Ramos-Barbon et al. 2006). 
 
Le muscle lisse bronchique joue un rôle important dans la pathologie. Non 
seulement contribue-t-il à l’obstruction mécanique en contrôlant le diamètre des voies 
respiratoires, mais les myocytes pourraient aussi participer à la réponse inflammatoire 
qui survient lors d’exposition antigénique. En effet, les myocytes auraient des 
fonctions proinflammatoires et immunomodulatrices (Ozier, Allard et al. 2011). Il a 
donc été postulé que le remodelage du muscle lisse est une conséquence de 
l'inflammation, en partie perpétué par les myocytes eux-mêmes. Présentement, les 
corticostéroïdes sont utilisés pour traiter les crises de souffle et visent à contrôler la 
réaction inflammatoire. Une étude récente (Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 2012) a 
déterminé que ce traitement ne produit qu’une réversibilité partielle de l’augmentation 
de la masse de muscle lisse. La compréhension des mécanismes par lesquels le 
remodelage du muscle lisse survient offrirait de nouvelles options pour la thérapie. 
Ainsi, l’objectif de l’étude est d’identifier certains mécanismes moléculaires impliqués 
dans le remodelage du muscle lisse observé dans le souffle. Le «Serum response 
factor» (SRF) est un facteur de transcription régulant différents gènes associés avec la 
croissance et la différenciation cellulaire, avec le développement et la fonction 
musculaire et avec la fonction neuronale. Son activité devient spécifique par, entre 
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autres, la liaison à divers cofacteurs (Chai and Tarnawski 2002). Dans la cellule 
musculaire lisse, le SRF détermine le phénotype prolifératif ou différencié de la cellule.  
 
L’hypothèse de cette thèse est donc la suivante : le SRF est un facteur de 
transcription contribuant au processus de remodelage du muscle lisse bronchique chez 
les chevaux atteints de souffle. Pour tester cette hypothèse, des chevaux atteints de 
souffle et des chevaux contrôles, soit des chevaux sains et exempt de toute maladie 
pulmonaire, ont été exposés à du foin de pauvre qualité, afin d’induire l’exacerbation 
de la maladie chez les chevaux susceptibles. Des échantillons de tissus pulmonaires ont 
été récoltés avant et après l’exposition dans le but de déterminer la présence du SRF 
par immunofluorescence sur le muscle lisse péribronchique. 
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2. Recension des écrits 
2.1 Le souffle 
2.1.1 Définition 
Le souffle est une pathologie caractérisée par une inflammation des 
voies respiratoires inférieures accompagnée d’une hyperréactivité des bronches 
et d’une obstruction réversible des voies respiratoires (Leclere, Lavoie-
Lamoureux et al. 2011). Les chevaux atteints sont généralement hypersensibles 
aux antigènes inhalés, qui sont, d’ailleurs, un élément déclencheur des crises de 
souffle.  
 
Cette maladie est observée plus fréquemment chez les chevaux de 
l’hémisphère nord comparativement aux chevaux vivant dans un climat plus 
chaud et sec (Robinson, Derksen et al. 1996). Cette particularité peut être 
expliquée par le fait que, dans les endroits à climat froid, les chevaux vivent une 
bonne partie de l’année dans une écurie en raison du climat hivernal. 
L’alimentation de ces chevaux avec du foin de pauvre qualité contribue aussi à 
la maladie. Une mauvaise ventilation de l’écurie contribue à l’augmentation de 
la poussière et les allergènes provenant du foin dans l’environnement de 
l’animal.  
 
Le terme «maladie pulmonaire obstructive chronique» (MPOC) du 
cheval (chronic obstructive pulmonary disease (COPD) en anglais)  a été 
introduit pour la première fois en 1971 par Sasse et qualifiait une inflammation 
et une obstruction des voies respiratoires chez le cheval mature (Sasse 1971). 
Cependant, étant donné la dissemblance du MPOC chez le cheval et chez 
l’humain, ce terme n’est pas adéquat pour désigner la maladie. En effet, le 
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souffle est beaucoup plus semblable à l’asthme chez l’humain. Ainsi, en 2000, à 
l’occasion de l’International Workshop on Equine Chronic Airway Disease, il a 
été décidé que «RAO» (recurrent airway obstruction) ou «heaves» qualifierait 
la maladie dans laquelle il y a une inflammation des voies respiratoires 
inférieures accompagnée d’une obstruction réversible de ces voies et d’une 
hyperréactivité des bronches (Robinson 2001).  
2.1.2 Présentation clinique 
Une détresse respiratoire au repos est le signe clinique qui par définition 
doit être présent chez le cheval atteint de souffle. L’animal peut aussi présenter 
une intolérance à l’exercice et une toux récurrente, qui peut être paroxysmale et 
associée à de la flatulence (Robinson 2001). La détresse respiratoire se 
caractérise par un cou étendu, les naseaux dilatés et de grands mouvements 
respiratoires avec participation accrue des muscles abdominaux à l’expiration 
(Leguillette 2003). Une augmentation des signes d’obstruction respiratoire peut 
aussi être observée lorsque le cheval atteint est placé dans un environnement 
riche en antigènes en suspension dans l’air.  
2.1.3 Les facteurs de risque 
2.1.3.1 L’âge 
De manière générale, ce sont surtout des chevaux matures, d’au moins 7 
ans d’âge, qui sont atteints de la maladie (Couetil and Ward 2003, Hotchkiss, 
Reid et al. 2007). Étant donné le caractère chronique de la maladie et le fait que 
ce soit surtout des animaux âgés qui sont atteints, des altérations du 
parenchyme pulmonaire (remodelage progressif) pourraient contribuer à la 
progression de la maladie.   
  
5 
 
2.1.3.2 La génétique 
Il existe une prévalence élevée de la maladie au sein de certaines 
familles de chevaux. Ce phénomène porte à croire qu’il s’agirait d’une maladie 
héréditaire, bien qu’une composante génétique n’a pas encore été défini avec 
certitude (Gerber, Baleri et al. 2009). D’ailleurs, des polymorphismes de gènes 
spécifiques ont étés identifiés dans une famille par l’entremise du récepteur de 
l’interleukine 4 (IL4RA) (Klukowska-Rotzler, Swinburne et al. 2012). Le gène 
de ce récepteur possède un rôle dans le développement de l’asthme humain 
(Jost, Klukowska-Rotzler et al. 2007). De multiples variantes de ce gène ont été 
démontrées chez deux étalons et leur descendance, atteints de souffle.  
2.1.3.3 La race/le sexe 
Aucune prédisposition de race ou de sexe n’a pu être mise en évidence.  
2.1.3.4 L’environnement 
Il existe une association entre certains facteurs et le déclenchement de 
crise de souffle. L’air dans une écurie contient quantité de particules variées, 
tels que moisissures, bactéries, mites, débris de plantes et composés 
inorganiques,  et de gaz ayants le potentiel de provoquer une réaction lorsqu’ils 
parviennent au tractus respiratoire. L’inhalation expérimentale d’extraits de 
Aspergillus fumigatus et de Faenia rectivirgula, des espèces typiquement 
retrouvées dans le foin de piètre qualité (Woods, Robinson et al. 1993), a 
produit une réponse inflammatoire de type neutrophilique chez les chevaux 
atteints de souffle (McPherson, Lawson et al. 1979, Derksen, Robinson et al. 
1988). Également, il a été démontré que la poussière dans l’air d’une étable 
peut contenir des endotoxines en quantité suffisante pour produire une réaction 
inflammatoire de type neutrophilique au sein du tissu pulmonaire (McGorum, 
Ellison et al. 1998). Cependant, les endotoxines seules ne produisent pas une 
réaction inflammatoire dans le poumon aussi forte que lorsque combinées à un 
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extrait de moisissure (Pirie, Dixon et al. 2003). Ces antigènes pris séparément 
produisent une réponse inflammatoire de type neutrophilique chez les chevaux 
atteints de souffle qui est inférieure en sévérité à la réponse observée chez les 
chevaux exposés à du foin moisi. Une étude (Hotchkiss, Reid et al. 2007) a 
également déterminé que les chevaux hébergés dans un environnement urbain 
sont plus à risque d’être atteint de souffle que les chevaux en milieux ruraux. 
Une exposition à des quantités élevées de polluants et une régie différente, 
conséquence d’un style de vie urbain, pourraient être en cause.  
2.1.4 La pathogénie     
Les neutrophiles sont recrutés tôt suivant une exposition antigénique 
(Marr, Lees et al. 2002) et infiltrent les parois des bronches relâchant un 
ensemble de médiateurs contribuant, entres autres, à la réaction 
inflammatoire et au recrutement des autres populations cellulaires 
(mastocytes, basophiles, lymphocytes, monocytes, éosinophiles) (van der 
Haegen, Kunzle et al. 2005). Les chevaux atteints de souffle présentent 
une plus grande quantité de neutrophiles dans leur lavage 
bronchoalvéolaire (LBA) que des chevaux contrôles et ces neutrophiles 
sont activés (Marr, Foster et al. 1997, Franchini, Gilli et al. 1998, 
Franchini, Gill et al. 2000). Les neutrophiles peuvent produire et sécréter 
une grande quantité de médiateurs de l’inflammation et de molécules 
chimiotactiques d’où l’importance imputée à cette cellule et aux 
dommages qu’elle pourrait produire dans le poumon. Toutefois, la 
contribution du neutrophile à la pathophysiologie du souffle, bien que 
fortement suspectée, n’a pas été clairement démontrée.  
 
Les lymphocytes T agissent dans la modulation de la réponse allergique 
retardée et dans la neutrophilie tissulaire (Li, Zhang et al. 2012). Des 
études suggèrent une implication des lymphocytes de type Th2 dans la 
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pathologie du souffle, tel que démontré par une expression accrue de l’IL-
4 et l’IL-5 dans le LBA de chevaux affectés (Lavoie, Maghni et al. 2001). 
Une diminution de l’interféron gamma (IFN-γ), cytokine associée à un 
phénotype Th1, a également pu être observée par hybridation in situ dans 
les mêmes études. D’autres ont plutôt démontré un mélange des deux 
phénotypes ou une prédominance du phénotype Th1 (Giguere, Viel et al. 
2002, Ainsworth, Grunig et al. 2003). Ces contradictions apparentes 
indiquent la complexité de la réponse inflammatoire survenant localement 
au niveau du poumon, ainsi que l’importance d’études supplémentaires 
pour comprendre les mécanismes en cause.  
2.1.4.1 Remodelage pulmonaire 
2.1.4.1.1 Processus 
On considère que le remodelage pulmonaire est la résultante de 
l’inflammation chronique affectant les voies respiratoires suite à des 
crises consécutives de souffle. Les changements observés dans le tissu 
pulmonaire découleraient de l’action des médiateurs relâchés par les 
cellules inflammatoires sur les différentes populations cellulaires des 
voies respiratoires. L’épaississement de la paroi des voies respiratoires 
causerait le rétrécissement de leur lumière et, ainsi mènerait à une 
obstruction du passage de l’air (Robinson, Derksen et al. 1996). 
2.1.4.1.2 Changements 
Cellules épithéliales : 
Les cellules épithéliales tiennent le rôle de barrière physique 
entre le système et le milieu extérieur. Chez les chevaux atteints de 
souffle, les cellules de Clara, cellules non-ciliées avec granules 
cytoplasmiques se trouvant principalement au niveau des voies 
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respiratoires périphériques, présentent une perte de granulation sans 
métaplasie ou production de mucus (Katavolos, Ackerley et al. 2009). 
Une hyperplasie et métaplasie des cellules à gobelet, cellules sécrétant le 
mucus, a également été observée (Range, Mundhenk et al. 2007). En 
conséquence, les chevaux atteints de souffle produisent une plus grande 
quantité de mucus comparativement à des chevaux sains en réponse à 
une exposition au foin (Gerber, Lindberg et al. 2004). Ainsi, le surplus 
de mucus contribue à l’obstruction de la lumière des voies respiratoires.  
Cellules musculaires lisses : 
Lors de souffle, les médiateurs relâchés par les cellules 
inflammatoires agissent sur le muscle lisse entourant les voies 
respiratoires et provoquent un bronchospasme directement ou via la 
relâche d’acétylcholine. Cette diminution du diamètre interne des voies 
respiratoires produit l’obstruction partielle de ces voies caractéristique 
de la maladie (Robinson, Derksen et al. 1996). Les médiateurs pro-
inflammatoires vont aussi stimuler la relâche de cytokines et de 
chimiokines par les cellules musculaires lisses et contribuent à maintenir 
cette contraction (Ozier, Allard et al. 2011). De plus, il a été démontré 
que les chevaux atteints de souffle présentent une augmentation de la 
masse de muscle lisse des voies respiratoires (Herszberg, Ramos-Barbon 
et al. 2006, Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 2011). Cette augmentation 
contribuerait à l’obstruction des voies respiratoires de manières passive 
et active. En effet, l’augmentation de la quantité de muscle lisse cause 
un rétrécissement de la voie en augmentant l’épaisseur des parois 
bronchiques et aussi une augmentation de la force de 
bronchoconstriction (James, Pare et al. 1989, Wiggs, Moreno et al. 
1990). 
 
  
9 
 
 Matrice extracellulaire : 
Elle est composée d’un ensemble de protéines formant un réseau 
qui fourni un support structurel, permet la compartimentalisation et sert 
de barrière au parenchyme pulmonaire. Les chevaux atteints de souffle 
présentent des changements dans la région sous-épithéliale de leurs 
voies respiratoires tel qu’observé dans l’asthme chez l’humain (Bai and 
Knight 2005, Lanctot Setlakwe 2011), ce qui a le potentiel d’influencer 
le muscle lisse bronchique. En effet, le réseau de molécules que forme la 
matrice extracellulaire entoure complètement le muscle lisse jouant ainsi 
un rôle important dans la modulation de ses propriétés (Black, Roth et 
al. 2001). Une étude récente utilisant une méthode morphométrique 
(Lanctot Setlakwe 2011) a démontré que la région sous-épithéliale des 
voies respiratoires des chevaux atteints de souffle présente une 
augmentation de collagène comparativement aux voies respiratoires de 
chevaux contrôle. De plus, cette fibrose semble être un processus 
chronique étant donné qu’une stimulation antigénique de trente jours n’a 
pas entrainé de changement à ce niveau. Toutefois, une étude semi-
quantitative (Furness, Bienzle et al. 2010) a montré que, bien que le 
collagène I et III est également présent dans les bronches non 
cartilagineuses des chevaux, aucune différence entre les chevaux 
contrôle et les chevaux atteints de souffle n’a été observée. 
 
2.2 Le muscle lisse pulmonaire 
2.2.1 Généralités 
2.2.1.1 Physiologie 
Le muscle lisse, contrairement au muscle cardiaque et au muscle 
squelettique, est dépourvu de stries à sa surface. Les filaments d’actine et 
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de myosine ne sont pas disposés parallèlement; ils adoptent plutôt une 
disposition spiralée (Campbell and Reece 2004) ou «irrégulière» 
(Wheater, Young et al. 2001).  De plus, comparé aux cellules du muscle 
strié, les cellules musculaires lisses contiennent moins de myosine 
(Cunningham and Klein 2007), n’ont pas de système de tubules 
transverses et leur réticulum sarcoplasmique est moins développé. Grâce à 
sa structure particulière, le muscle lisse peut s’étirer davantage et se 
contracter beaucoup plus longtemps que le muscle squelettique. Ce 
faisant, il consomme moins d’énergie que le muscle squelettique, résistant 
plus longtemps à la fatigue. La cellule musculaire lisse, lorsqu’elle n’est 
pas contractée, adopte une forme mince et allongée. Elle ne possède qu’un 
seul noyau (Wheater, Young et al. 2001). 
 
Dans les poumons, on retrouve le muscle lisse depuis la trachée 
jusqu’aux bronches terminales. Son importance fonctionnelle augmente à 
mesure que le diamètre interne de la voie rétrécie. En effet, selon la loi de 
Poisseuille, si le diamètre de la voie respiratoire diminue de moitié, la 
résistance dans cette même voie est augmentée de 16 fois (West 1985). Ce 
phénomène souligne l’importance du muscle bronchique au niveau des 
voies respiratoires durant la respiration.  
 
Divers processus physiologiques gouvernent l’état de contraction et 
relaxation de la cellule musculaire lisse dans le poumon. La contraction du 
muscle lisse pulmonaire est contrôlée par le système nerveux 
sympathique, les hormones circulantes et les médiateurs locaux (Wheater, 
Young et al. 2001). Le système nerveux autonome contrôle la constriction 
et la relaxation du muscle lisse bronchique. Le nerf vague fournit la 
stimulation parasympathique (Cunningham and Klein 2007), provoquant 
une contraction du muscle lisse et une bronchoconstriction. Un irritant 
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aérien peut, en stimulant les récepteurs appelés « irritant receptors » situés 
dans l’arbre trachéobronchique, activer le système parasympathique 
causant une bronchoconstriction réflexe (Cunningham and Klein 2007). 
La bronchodilatation est surtout régie par le système sympathique, lequel 
possède un nombre restreint de nerfs parvenant au muscle lisse des voies 
respiratoires (Warren, Jennings et al. 1984). Les agonistes des récepteurs 
2 adrénergiques, tel que les catécholamines relâchées en circulation par la 
médulla surrénale vont occasionner une relaxation du muscle (Antonelli, 
Torchio et al. 2012). Les systèmes nerveux non-adrénergique non-
cholinergique inhibitoire (iNANC) et excitatoire (eNANC) contribuent 
aussi à la modulation de l’état de contraction du muscle lisse bronchique 
(Matera, Amorena et al. 2002).  
 
Le muscle lisse pulmonaire conserve une certaine plasticité 
phénotypique et fonctionnelle (Chung 2008). En effet, une cellule 
musculaire lisse différenciée peut adopter un phénotype sécrétoire ou 
contractile in vitro. Ce dernier processus est marqué par l’apparition de 
l’appareil contractile et de ses protéines, la capacité à répondre à des 
agonistes contractiles physiologiques et une diminution des organelles 
synthétiques. Les marqueurs du phénotype contractile sont l’α-actin du 
muscle lisse, la γ-actin du muscle lisse, la «myosin heavy chain» du 
muscle lisse, la calponin, la h-caldesmon, le SM22, la desmin, le caveolin-
1 et le «smoothelin» (Chung 2008). Les cellules musculaires lisses 
participent activement à la réponse inflammatoire in vivo survenant dans 
la paroi bronchique en synthétisant et sécrétant des chimiokines, facteurs 
de croissance et autres molécules pro-inflammatoires en réponse à un 
ensemble de stimuli. Cette fonction sécrétoire (également nommée 
synthétique) inclut un large éventail de molécules contribuant au 
remodelage de la cellule et de son milieu. Elle participerait, par le fait 
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même, à maintenir un environnement inflammatoire dans les parois 
bronchiques chez les individus atteints d’asthme.  
 
La cellule musculaire lisse possède également la capacité de proliférer 
en réponse à des stimuli tels que facteurs de croissance (facteur de 
croissance dérivé des plaquettes (PDGF)) ou protéines de la matrice 
extracellulaire (fibronectine) (Dekkers, Schaafsma et al. 2007). Lors de la 
prolifération, le myocyte perd sa fonction contractile au profit d’un 
phénotype dit synthétique dans lequel des organelles de synthèse pour les 
protéines et lipides, ainsi que des mitochondries s’accumulent dans la 
cellule (Mitchell, Halayko et al. 2000). Cet état est réversible et se produit 
lors de la maturation cellulaire. Ce processus est marqué par l’acquisition 
de l’appareil contractile et ses protéines associées, ainsi que la perte des 
organelles de synthèse (Mitchell, Halayko et al. 2000).  Ces phénomènes 
sont observés in vitro, les mécanismes survenant in vivo sont peu 
documentés.  
2.2.1.2 Rôle dans un processus inflammatoire 
Lors de réaction inflammatoire, la cellule musculaire lisse pourra 
également sécréter des cytokines, des chimiokines et autres médiateurs de 
l’inflammation (par exemple IL-1β, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11, «monocyte 
chemoattractant protein» (MCP)-1, MCP-2, MCP-3, eotaxine, facteur 
d’inhibition de la leucémie, prostanoïdes) (Chung 2008). Cette sécrétion 
est induite, entre autre, par des cytokines pro-inflammatoires. La cellule 
musculaire lisse possède en effet en surface des récepteurs de cytokines et 
de chimiokines (Chung 2008).  
 
La cellule musculaire lisse aurait également une fonction immunitaire. 
En effet, elle peut lier certaines cellules immunitaires et exprime le 
  
13 
 
complexe majeur d’histocompatibilité II (CMH-II), les récepteurs CD80, 
CD86,  CD44, CD40 et le ligand OX40, ces derniers jouant un rôle dans le 
développement de l’immunité (Chung 2008).  
2.2.1.3 Muscle lisse et souffle 
Tout comme dans l’asthme chez l’humain, le muscle lisse dans le 
souffle est dysfonctionnel (Yu, Wang et al. 1994) ce qui contribuerait à 
l’hyperréactivité non-spécifique observée (James, Pare et al. 1989). Le 
remodelage du muscle lisse bronchique avec augmentation de la masse a 
été démontré chez l’humain, mais le processus inflammatoire conduisant 
et maintenant cet état est mal compris. Des études portant sur l’asthme 
soutiennent qu’il y a évidence d’hyperplasie et d’hypertrophie du muscle 
lisse dans les voies respiratoires chez les sujets atteints (Benayoun, 
Druilhe et al. 2003, Munakata 2006, Ozier, Allard et al. 2011, James, 
Elliot et al. 2012).  
 
Dans une étude menée par Herszberg, Ramos-Barbon et al. (2006), les 
chevaux atteints de souffle présentent une augmentation de l’ordre de 2,8 
fois la masse de muscle lisse bronchique comparativement à des chevaux 
sains, associée à une hyperplasie et de l’apoptose des myocytes 
bronchiques. Cette hyperplasie est suggérée par la détection de marqueurs 
de prolifération en plus grande quantité au niveau des noyaux des 
myocytes bronchiques. Le rôle de l’apoptose dans l’augmentation de la 
masse de muscle lisse pourrait indiquer un mécanisme de compensation 
pour la croissance hyperplasique des cellules musculaires lisses.  
 
Dans une autre étude, des chevaux atteints de souffle présentent une 
augmentation de la masse de muscle lisse bronchique dans les voies 
respiratoires périphériques, sans que celle-ci soit affectée par une 
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exposition antigénique de 30 jours (Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 
2011). Une hyperplasie, et possiblement une hypertrophie, des cellules 
musculaires lisses contribueraient à ce phénomène. Le maintien de la 
masse de muscle lisse bronchique chez les chevaux atteints serait une 
conséquence de l’augmentation de la prolifération et de l’apoptose 
cellulaire observée. Les chevaux contrôles présentent également une 
neutrophilie pulmonaire et une augmentation dans le turnover cellulaire 
des myocytes suite à une exposition antigénique, mais sans évidence de 
remodelage des voies respiratoires (Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 
2011).  
 
Par leur capacité à produire un ensemble de médiateurs pro-
inflammatoires, chimiokines et facteurs de croissance, les cellules 
musculaires lisses bronchiques pourraient jouer un rôle dans 
l’enclenchement du remodelage et le maintien d’un milieu inflammatoire 
dans la paroi bronchique. Ce faisant, les cellules musculaires lisses 
participeraient au processus pathologique de l’asthme (Chung 2008). Étant 
donné que l’hyperplasie du muscle lisse bronchique est associée à des 
conséquences fonctionnelles et mécaniques, une exploration des 
mécanismes impliqués dans cette augmentation est requise. 
2.2.2 Facteurs de transcription impliqués dans la 
modulation phénotypique du muscle lisse 
2.2.2.1 Le "Serum Response Factor" (SRF) 
2.2.2.1.1 Généralités 
Le SRF est un facteur de transcription des gènes du muscle lisse retrouvé 
notamment dans les cellules du muscle bronchique. À l’aide de cofacteurs, le SRF 
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permet l’expression spécifique de gènes produisant un phénotype contractile ou 
prolifératif de la cellule musculaire lisse.  
Structure 
Le SRF est une protéine de 508 acides aminés et de 67 kDa de 
poids moléculaire. Son gène possède 7 exons et peut subir un épissage 
alternatif. Elle est composée de trois portions ou domaines majeurs, soit 
un domaine se liant à l’ADN, un domaine de trans-activation et une 
portion contenant des sites de phosphorylation (Chai and Tarnawski 
2002).  
 
Les SRF fait partie de la famille des facteurs de transcription 
MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS et SRF (MADS)-box (Chai and 
Tarnawski 2002) se retrouvant chez les animaux et les fongus. Ces 
facteurs ont en commun une région de 56-60 acides aminés appelée 
MADS-box (Wu, Huang et al. 2011). Cette région  est hautement 
conservée parmi les eucaryotes (Chai and Tarnawski 2002). Le MADS-
box, se situant dans la portion N-terminale de la protéine, permet 
l’homodimérisation et la liaison spécifique à l’ADN (Pipes, Creemers et 
al. 2006). Le SRF homodimère se lie à des séquences CC(A/T)6GG, 
aussi appelées séquences CC(A/T)6GG (CArG box) ou élément de 
réponse du sérum (SRE) (Wang and Olson 2004). Les gènes SRF-
dépendants du muscle lisse contiennent presque tous au moins deux 
régions nommées CArG box, ou SRE, qui permettent, entre autres, la 
liaison du SRF au promoteur (Pipes, Creemers et al. 2006). Ces CArG 
box se trouvent dans la région régulatrice des gènes, le promoteur, qui 
peut être activé par le facteur de transcription (Camoretti-Mercado, 
Dulin et al. 2003).  
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Le domaine d’activation de la transcription, ou domaine de trans-
activation (TAD), se situe à la portion C-terminale de la protéine 
(Camoretti-Mercado, Dulin et al. 2003). Selon Gauthier-Rouviere, 
Cavadore et al. (1991), il serait possible que le domaine de liaison de 
l’ADN (MADS box) affecte négativement le TAD. Ce serait par l’action 
de facteurs de transcription, de cofacteurs, de corépresseurs et de 
facteurs architecturaux que cette inhibition est levée et facilite l’action 
du SRF sur le gène (Camoretti-Mercado, Dulin et al. 2003). 
 
Le SRF possède différents sites de phosphorylation. Leur rôle et 
implication dans la fonction de la protéine restent sujets à débat 
(Camoretti-Mercado, Dulin et al. 2003). En fait, la phosphorylation de 
certains sites particuliers engendrerait une action précise. Par exemple, 
la phosphorylation du Ser103 sur le SRF a été associée avec l’expression 
de c-fos (gène de croissance). Par contre, la délétion de ce site n’a pas 
produit de conséquence sur l’activation de l’expression de c-fos 
(Drewett, Devitt et al. 2001). Donc des études plus poussées sont 
nécessaires pour déterminer la fonction structurelle du SRF. 
 
Chez la souris, quatre isoformes ARN de SRF ont été 
découverts. (Kemp and Metcalfe 2000). Ils se retrouvent dans différents 
types tissulaires et auraient des fonctions différentes. L’isoforme SRF-L 
possède les 7 exons et correspond au SRF humain. L’isoforme SRF-M 
(SRFΔ5) ne possède pas l’exon 5 et interfère dans la transcription des 
gènes SRF-dépendants (Chai and Tarnawski 2002). Cet isoforme se 
retrouve dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux et dans les 
cellules musculaires striées, tout comme le SRF-L (Kemp and Metcalfe 
2000). L’isoforme SRF-S a seulement été retrouvé dans l’aorte et ne 
possède ni l’exon 5, ni l’exon 4. L’isoforme SRF-I, qui ne possède pas 
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les exons 3, 4 et 5, a été retrouvé que dans les tissus embryonnaires 
(Chai and Tarnawski 2002). Ces isoformes jouent des rôles bien définis 
dans les processus pathologiques et dans la régulation de la fonction du 
SRF. 
Localisation 
Le SRF est exprimé tôt durant l’embryogenèse dans les cellules 
musculaires cardiaques, striées et lisses (Croissant, Kim et al. 1996). Le 
SRF actif se localise dans le noyau de la cellule (Camoretti-Mercado, 
Dulin et al. 2003). Il semble y avoir une méthode de régulation de 
l’activité du SRF par la translocation de la protéine du noyau au 
cytoplasme. Cette translocation semble être impliquée dans le processus 
embryonnaire et celui de la différenciation cellulaire. En effet, il a été 
déterminé par buvardage de Western et immunohistochimie que 
l’expression intranucléaire de SRF diminuait lorsque la cellule souche 
mésenchymateuse se différenciait en adipocyte (Ding, Gao et al. 2001). 
Ces résultats portent à croire que la localisation intracellulaire du SRF 
varie selon le type de cellule et le stade de développement de celle-ci. 
2.2.2.1.2 Voies d’activation et de régulation du SRF 
Les différentes actions du SRF sont régulées par un ensemble de voies 
de signalisation intervenant soit directement sur le SRF, soit sur ses co-
facteurs. Le SRF active la prolifération ou la différenciation de la cellule 
musculaire lisse en s’associant avec différents cofacteurs, ce qui définira 
l’état phénotypique de la cellule (Pipes, Creemers et al. 2006). Comme 
mentionné précédemment, il existe d’autres mécanismes de régulation 
du SRF. Parmi les mécanismes de régulation du SRF mentionnons la 
phosphorylation, l’épissage alternatif et la translocation nucléaire.  
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Tout d’abord, la liaison du SRF avec le facteur de complexe tertiaire 
ELK-1, un cofacteur, engendre un phénotype prolifératif chez la cellule 
tandis que la liaison du SRF avec la myocardine engendre un phénotype 
différencié ou contractile (Li, Wang et al. 2003, Buchwalter, Gross et al. 
2004, Zhou, Hu et al. 2005, Pipes, Creemers et al. 2006, Boros, 
Donaldson et al. 2009).  
 
Ensuite, la voie de signalisation du Rho est aussi impliquée dans divers 
aspects des activités du SRF. Une des protéines de cette voie, la protéine 
RhoA, une guanosine triphophatase (GTPase), se trouve en grande 
quantité dans les cellules indifférenciées (Jakkaraju, Zhe et al. 2003). 
Pour permettre la différenciation cellulaire, le RhoA est inhibé et la 
cellule change de forme (Badri, Zhou et al. 2008). L’élongation de la 
cellule permet le transport du SRF au noyau et le SRFΔ5 n’est plus 
produit. Le tout permet le développement du muscle lisse (Jakkaraju, 
Zhe et al. 2003). 
 
Le SRF possède plusieurs sites de phosphorylation ce qui permet la 
régulation de ses activités. Ainsi, la phosphorylation du SRF augmente 
sa capacité à lier l’ADN en modifiant ce site de liaison. Il se pourrait 
aussi que la phosphorylation d’autres sites affecte la vitesse 
d’association et de dissociation du SRF sans affecter sa capacité de 
liaison à l’ADN. L’impact de la phosphorylation sur l’activité du SRF 
n’est pas encore complètement compris (Camoretti-Mercado, Dulin et 
al. 2003). 
 
L’épissage alternatif est une autre méthode de régulation du SRF. En 
effet, il produit des protéines ne possédant pas certains domaines, donc 
certaines fonctions du SRF. Tel est le cas avec le SRFΔ5. Cet isoforme 
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est exprimé à de hauts niveaux dans les cellules embryonnaires. Il ne 
possède pas l’exon 5 et interfère avec l’expression des gènes du muscle 
lisse. Il agit donc comme une forme dominante négative du SRF qui 
empêche la différenciation cellulaire. La même chose se produit avec 
l’isoforme SRFΔ4 exempt de l’exon 4. La portée de cette méthode de 
régulation n’a pas encore été explorée (Chai and Tarnawski 2002, 
Camoretti-Mercado, Dulin et al. 2003).  
 
Finalement, la translocation nucléo-cytoplasmique du SRF par 
l’intermédiaire du PKA représente un autre moyen de réguler l’activité 
de ce facteur (Camoretti-Mercado, Dulin et al. 2003). Ce processus est 
dynamique et dépend de la cellule et de son stade de développement. Par 
exemple, la différenciation de cellules mésenchymateuses en adipocytes 
inactive la capacité du SRF à lier l’ADN et ce dernier se retrouve dans 
le cytoplasme (Ding, Gao et al. 2001). Dans le système respiratoire, la 
localisation nucléaire du SRF est déclenchée par l’élongation de la 
cellule et est maintenue dans la cellule différenciée puisque le SRF y est 
nécessaire pour exprimer des gènes spécifiques du muscle lisse (Yang, 
Beqaj et al. 2000).  
 
Ces voies de signalisation sont stimulées par un ensemble de signaux 
externes. Ainsi, le SRF peut être activé in vitro par le sérum, l’acide 
lysophosphatidic (LPA), les mitogènes, le lipopolysaccharide (LPS), les 
cytokines, le «tumor necrosis factor» (TNFα), les oncogènes activés, les 
antioxidants et la lumière UV pour n’en nommer que quelques-uns 
(Chai and Tarnawski 2002). 
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2.2.2.1.3 Rôle physiologique et fonctionnel 
Le SRF est un régulateur important de différents gènes associés avec la 
croissance et la différenciation cellulaire, avec le développement et la 
fonction musculaire, et avec la fonction neuronale (Chai and Tarnawski 
2002). L’étude de son processus d’action est essentielle à la 
compréhension de plusieurs pathologies. 
Au niveau de la cellule mésenchymateuse de l’embryon 
L’expression du SRF dans l’embryogenèse est restreinte aux 
futures lignées de cellules musculaires. Le SRF permet la différenciation 
de la cellule mésenchymateuse du poumon en cellule musculaire lisse 
bronchique. Une première théorie suggère que, lors du développement 
embryonnaire, le contact des cellules épithéliales et mésenchymateuses 
stimule la formation d’un composant de la membrane basale, la laminin-
1 (Badri, Zhou et al. 2008). La cellule mésenchymateuse change alors 
de conformation pour adopter une forme plus allongée. L’élongation de 
la cellule est essentielle à la différenciation des cellules 
mésenchymateuses indifférenciées en cellules myogéniques. Ce 
changement de forme stimule l’expression d’un autre composant de la 
matrice extracellulaire, la laminin-2, et supprime la synthèse de SRFΔ5 
au profit du SRF. Le SRF peut alors faciliter la myogenèse (Jakkaraju, 
Zhe et al. 2003) (Badri, Zhou et al. 2008).  
 
Une autre théorie suggère que la formation du tissu musculaire 
bronchique est dépendante de la pression intraluminale. En effet, (Yang, 
Beqaj et al. 2000) ont démontré qu’un étirement mécanique des cellules 
musculaires en devenir au niveau des voies respiratoires stimule 
l’expression des protéines de muscle lisse. Ainsi, durant 
l’embryogenèse, les organes tubulaires sont remplis de liquide. Ce 
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liquide génère une pression hydrostatique intraluminale qui cause un 
stress sur les parois. La tension mécanique s’applique sur les cellules 
musculaires en devenir qui subissent une élongation, un changement de 
forme; la quantité de SRFΔ5 diminue au profit du SRF qui augmente 
(Yang, Beqaj et al. 2000, Jakkaraju, Zhe et al. 2003). Les cellules 
musculaires des intestins et des reins n’ont pas répondu à cet étirement 
sous les mêmes conditions expérimentales de la même manière que le 
poumon. Ceci porte à croire que le poumon est plus sensible à 
l’étirement que ces autres organes (Yang, Beqaj et al. 2000).  
 
SRF joue ainsi un rôle important dans la différenciation et la 
formation du mésoderme au niveau embryonnaire. En effet, une 
inhibition du SRF empêche la différenciation des myoblastes en 
myotubules (Croissant, Kim et al. 1996). Une surexpression du SRF, par 
contre, produit une cardiomyopathie hypertrophique chez les souris. Ces 
résultats suggèrent que la présence de SRF est requise tôt pour une 
embryogenèse adéquate. Chez l’adulte, par contre, un niveau plus bas de 
SRF est observé (Chai and Tarnawski 2002).   
 
Au niveau de la cellule différenciée 
Le SRF permet l’expression de protéines spécifiques à la cellule 
musculaire différenciée et qui sont nécessaires à sa fonction. De ce fait, 
la liaison du SRF avec certains gènes est facilitée par son association 
avec des cofacteurs, tels que la myocardine (Pipes, Creemers et al. 
2006). Tel que mentionné précédemment, cette liaison spécifique 
permet l’expression de gènes des protéines caractéristiques du 
phénotype contractile. Ainsi, chez un adulte, le SRF est surtout exprimé 
par des cellules musculaires (Chai and Tarnawski 2002, Camoretti-
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Mercado, Dulin et al. 2003). Par contre, une liaison du SRF à ELK-1 
engendre un phénotype prolifératif de la cellule (Buchwalter, Gross et 
al. 2004). Le SRF pourrait être à la tête de cette plasticité phénotypique 
du muscle lisse en  réaction à son environnement et donc, moduler le 
remodelage musculaire.  
Autres fonctions du SRF 
Le SRF se retrouve dans le système nerveux en développement 
et dans celui de l’adulte. Le SRF jouerait un rôle dans les cellules 
neuronales (Knoll and Nordheim 2009). En effet, par son contrôle des 
dynamiques du cytosquelette de l’actine, il contrôle la migration 
neuronale, le prolongement des neurites et le ciblage des synapses.  
Ainsi, le SRF serait un instrument de la conversion d’un signal 
synaptique en un changement structurel des connections neuronales.  
 
Étant donné que le SRF active les gènes de croissance, il est un 
composant important à inactiver dans le but de produire l’apoptose. Les 
caspases activées doivent donc cliver le SRF en deux sites spécifiques 
pour produire un SRF tronqué inactif (Drewett, Devitt et al. 2001). Un 
SRF mutant pour les sites de clivage pourrait empêcher l’apoptose et 
permettre la survie de la cellule lésée. 
 2.2.2.1.4 Rôle potentiel dans les processus pathologiques 
Obstruction mécanique du petit intestin 
Dans un modèle d’obstruction intestinal chez la souris, une perte 
d’efficacité fonctionnelle et un épaississement non uniforme de la 
couche musculaire du segment intestinal oral à l’obstruction d’origine 
congénitale ou acquise est observée. L’épaississement serait secondaire 
à une augmentation des demandes fonctionnelles et serait plus marqué 
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près de l’obstruction. Les cellules musculaires lisses situées oralement à 
l’insulte présentent d’abord une prolifération associée à une diminution 
de l’expression des protéines contractiles. La phase d’hyperplasie serait 
engendrée par une modification de la liaison du SRF à des promoteurs 
des cellules musculaires lisses. L’expression du cofacteur ELK-1 
augmente durant cette première phase et compétitionne pour le même 
site de liaison sur le SRF que la myocardine, occasionnant une 
diminution des niveaux de myocardine dans le noyau. Ces mêmes 
cellules subissent ensuite une phase d’hypertrophie où des niveaux 
élevés de protéines contractiles sont observés. La quantité de 
myocardine augmente alors et est accompagnée d’une augmentation de 
l’expression des gènes de différenciation cellulaire. Les niveaux de SRF 
diminuent lors de la phase de prolifération et redeviennent à la normale 
lors de la phase d’hypertrophie (Chen, Chen et al. 2008). Par contre, 
d’autres études (Hendrix, Wamhoff et al. 2005, Chow, Bell et al. 2007) 
ont plutôt démontré une augmentation des niveaux de SRF dans les 
cellules hypertrophiques. Bien que ces résultats soient controversés, 
toujours est-il que le SRF est impliqué dans les mécanismes de 
remodelage du muscle lisse intestinal. Ce mécanisme pourrait également 
survenir au niveau du muscle lisse bronchique dans le souffle.  
Désordres cardiovasculaires hyperprolifératifs 
Les désordres cardiovasculaires hyperprolifératifs comprennent 
l’athérosclérose, l’occlusion des greffes veineuses, l’hypertension et la 
ré-obstruction des endoprothèses vasculaires. Comme c’est le cas lors 
d’obstruction mécanique du petit intestin, des changements surviennent 
dans les couches musculaires lisses de la paroi des vaisseaux atteints 
lors d’hypertension ou d’athérosclérose (Werth, Grassi et al. 2010). 
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Ainsi, par des mécanismes impliquant le SRF, il survient une 
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires.  
 
Le stimulus déclencheur du processus pathologique serait un bris de 
l’endothélium, un étirement mécanique ou un bris dans les couches plus 
profondes du vaisseau (Hoffmann and Mintz 2000). L’altération 
environnementale dans les lésions d’athérosclérose et/ou dans les sites 
d’insulte vasculaire occasionne la migration des cellules musculaires 
lisses et des myofibroblastes dans l’intima, la couche la plus centrale du 
vaisseau. Dans les premiers stades de la formation des lésions, il y a 
diminution de l’expression des protéines de contractilité, une 
réorganisation de leur cytosquelette et une augmentation de la synthèse 
d’ADN et de marqueur de prolifération. Dans les stades plus avancés 
des lésions, l’index de prolifération diminue suggérant un retour vers un 
état plus différencié (Owens, Kumar et al. 2004). Le degré de 
prolifération musculaire est corrélé avec la gravité de l’insulte 
(Hoffmann and Mintz 2000). La modulation phénotypique est un 
évènement clé de ce groupe de pathologie. Tel que démontré par 
l’inhibition du SRF dans des cellules musculaires lisses d’artères 
coronaires, ce facteur agirait comme régulateur positif du processus 
prolifératif de ces cellules (Werth, Grassi et al. 2010).  
Guérison d’ulcères œsophagiens 
Le SRF est impliqué dans le processus de guérison des ulcères 
œsophagiens. Son expression augmente lors d’ulcération gastrique et 
une thérapie génique à ce niveau encourage la reconstitution de 
l’épithélium et du muscle lisse chez le rat (Chai, Baatar et al. 2004). Le 
SRF est inductible par les facteurs de croissance et active des gènes 
précoces (c-fos, cyr61) important pour la guérison de lésions (Chai, 
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Norng et al. 2007). Il fonctionne comme plateforme régulatrice 
permettant la différenciation, la prolifération et la migration cellulaire. 
De ce fait, Chai, Norng et al. (2007) ont déterminé que le SRF est 
essentiel à la différenciation des myofibroblastes induite par le 
«transforming growth factor β» (TGFβ). Lors d’ulcère, les cellules 
épithéliales et les fibroblastes adjacents au site ulcéré sont activés par 
certaines molécules (par exemple le TGFβ) et adoptent un phénotype de 
myofibroblaste qui, par sa capacité contractile, contribue à l’étape de 
contraction de la plaie. Les myofibroblastes sont des composants clé de 
la guérison des ulcères (Chai, Norng et al. 2007). 
 
2.2.2.2 Les autres facteurs et cofacteurs  
Les facteurs listés dans le tableau des facteurs et cofacteurs du muscle lisse 
(Tableau I) ont tous une action sur le muscle lisse, que ce soit celui des vaisseaux 
sanguin, des viscères du cœur ou des poumons. Cette liste, bien que non-exhaustive, 
décrit les facteurs et cofacteurs d’importance bien que certains facteurs ne soient pas 
mentionnés. Le lecteur est invité à consulter les références indiquées pour un 
supplément d’information. Certains de ces cofacteurs vont interagir avec le SRF et 
produire un changement dans la cellule musculaire lisse.  
Tableau I. Facteurs et cofacteurs du muscle lisse 
Famille 
du 
facteur 
Nom du 
facteur/ 
cofacteur 
Structure Rôle 
Mécanisme 
d’action 
Référence 
Facteur de 
complexe 
ELK-1  Domaine N-
terminal 
Lié au SRF, il régule la 
réponse des gènes de 
croissance et active la 
Par compétition 
avec la myocardine 
pour le même site 
(Buchwalter, 
Gross et al. 
2004, Zhou, 
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tertiaire (domaine de 
liaison à l’ADN) 
se lie 
spécifiquement à 
des sites de 
liaison E-Twenty 
Six (ETS) 
 Domaine B  (se 
lie avec le SRF 
pour produire un 
complexe 
tertiaire) 
 Domaine C-
terminal 
(meilleure liaison 
à L’ADN) 
transcription nucléaire.  de liaison sur le 
SRF.  
Hu et al. 
2005, Boros, 
Donaldson 
et al. 2009) 
SAF-A, 
Acinus, 
PIAS (SAP)-
1a 
Fonction incertaine. 
Possède un domaine 
d’inhibition spécifique. 
SAP-1 se lie au 
SRF sur des SRE de 
promoteur c-fos. 
(Dalton and 
Treisman 
1992, Maira, 
Wurtz et al. 
1996, 
Hassler and 
Richmond 
2001). 
NET Région inhibitrice 
spécifique à ce 
cofacteur semble lui 
conférer une action 
inhibitrice du 
promoteur. 
Cofacteur inhibiteur 
pouvant se lier au 
SRF 
(Criqui-
Filipe, 
Ducret et al. 
1999) 
(Maira, 
Wurtz et al. 
1996) 
 Myocardine  Région N-
terminale 
comportant trois 
motifs RPEL 
(domaine RPEL).   
 Domaine SAP 
(ligand de faible 
affinité avec 
l’ADN)  
 Séquence 
peptidique riche 
en glutamine et 
Cofacteur de 
transcription spécifique 
aux cellules 
musculaires lisses et 
cardiaques. Lié au 
SRF, elle induit 
l’expression de gènes 
du cytosquelette et des 
protéines contractiles  
Forme un complexe 
tertiaire stable avec 
le SRF sur les 
régions CArG du 
gène ciblé, ce qui 
augmente la 
capacité de liaison 
du SRF à l’ADN 
(Pipes, 
Creemers et 
al. 2006) 
(Parmacek 
2008) 
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en régions 
basiques (site de 
liaison avec le 
SRF)  
 Région C-
terminale occupe 
le rôle de 
domaine 
d’activation de la 
transcription 
(TAD)  
 Facteur de 
transcription 
relié à la 
myocardine-
A (MRTF-
A) et 
MRTF-B 
Même structure que 
la myocardine.  
La région N-
terminale (domaine 
RPEL) permet à ces 
derniers de se lier à 
l’actine 
Lorsque lié au SRF, 
permet le maintien 
homéostasique de la 
forme de la cellule, de 
l’activité extrusive et 
du potentiel contractile 
de la cellule  
Lorsque la voie de 
signalisation du 
RhoA/Rho kinase 
est activée, il y a 
polymérisation de 
l’actine-G et 
libération du MRTF 
qui peut alors 
pénétrer dans le 
noyau pour se lier 
au SRF. 
(Wang and 
Olson 2004) 
(Pipes, 
Creemers et 
al. 2006) 
 GATA  Doigt Zinc 
(liaison à l’ADN) 
 Domaine MADS 
(interaction avec 
SRF) 
Favorise l’expression 
de certains gènes du 
muscle cardiaque  
Rôle dans la 
conservation du 
phénotype différencié 
des cellules 
musculaires lisses des 
vaisseaux.  
  (Nishida, 
Nakamura et 
al. 2002) 
(Haveri, 
Ashorn et al. 
2009) (Yin 
and Herring 
2005) 
  
28 
 
Forme une triade avec 
le SRF et le Nkx-3.2 
pour activer certains 
gènes du muscle lisse 
dans les artères 
Famille 
homéobox 
NK Région nommée 
homéodomaine ou 
homéobox (liaison 
avec des promoteurs 
de gènes spécifiques 
au muscle)  
 Durant 
l’embryogenèse, il 
régule la 
morphogenèse et la 
maturation 
fonctionnelle des 
cardiomyocytes 
ventriculaires, des 
cellules musculaires 
lisses dans les 
vaisseaux sanguins et 
du tractus digestif. 
Chez l’adulte, Nkx2-5 
agit dans le maintien de 
l’homéostasie des 
cardiomyocytes et 
aurait possiblement un 
rôle  cardioprotecteur.  
Forme une triade 
avec le GATA6 et 
le SRF dans la 
couche médiale de 
muscle lisse des 
artères.  
(Carson, 
Fillmore et 
al. 2000) 
(Nishida, 
Nakamura et 
al. 2002) 
(Akazawa 
and Komuro 
2005) 
(Verzi, 
Stanfel et al. 
2009) 
Barx Il permet la 
différenciation de 
l’épithélium gastrique. 
Il régule les 
événements de 
remodelage du 
cytosquelette en 
stimulant l’expression 
d’un des premiers 
marqueurs de 
Il se lie avec le SRF 
et forme un 
complexe tertiaire 
qui augmente son 
activité de 
transcription 
(Kim, 
Buchner et 
al. 2005, 
Miletich, 
Buchner et 
al. 2005) 
(Herring, 
Kriegel et al. 
2001)  
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différenciation des 
myoblastes : l’α-actine 
du muscle lisse (SMA). 
Prrx Surtout impliqué dans 
le développement 
embryonnaire.  
Prrx1 possède un 
domaine qui a la 
capacité de se lier 
au SRF 
(Grueneberg
, Natesan et 
al. 1992) 
(Bergwerff, 
Gittenberger
-de Groot et 
al. 1998, 
Norris, Scott 
et al. 2000) 
 Protéines 
LIM riches 
en cystéines 
(Crp) 
 Domaine LIM N-
terminal lie le 
SRF  
 Domaine LIM C-
terminal lie le 
doigt Zinc C-
terminal des 
protéines GATA-
4 et -6  
Crp1 et Crp2 
possèderaient le rôle de 
cofacteur et 
coadaptateur, ils 
permettent l’activation 
des gènes spécifiques 
du muscle lisse. Crp3 
potentialiserait la 
liaison de MyoD à 
l’ADN et permettrait la 
différenciation 
myogénique au niveau 
du cœur. 
Il relie les protéines 
GATA et le SRF. 
(Chang, 
Belaguli et 
al. 2003) 
(Sagave, 
Moser et al. 
2008) 
 MEF2  Domaine MADS-
box dans sa 
région N-
terminale 
(interaction avec 
l’ADN et 
Son rôle s’apparente à 
celui du SRF. Avec les 
autres facteurs de 
transcription 
cardiaques (GATA-4, 
Nkx2.5 et SRF), Mef2a 
permet la maturation 
MEF2 est un 
activateur de la 
transcription, mais 
nécessite la liaison 
à un autre facteur 
de transcription 
pour agir sur ses 
(Wu, Huang 
et al. 2011) 
(Potthoff 
and Olson 
2007) 
(Schlesinger, 
Schueler et 
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cofacteurs) 
 Domaine MEF2  
 Portion C-
terminale 
(domaine 
d’activation 
transcriptionnelle 
(TAD) (lie 
l’ADN) 
cardiaque, le 
développement de 
l’endothélium des 
vaisseaux sanguins et 
le développement du 
muscle lisse. Il aide au 
maintien de l’intégrité 
vasculaire et encourage 
le remodelage 
vasculaire lors de 
blessure  
gènes cibles al. 2011) 
 
  
 
3. Méthodologie 
Cette étude fait partie d'un programme de recherche sur les facteurs contribuant 
au remodelage bronchique observé dans le souffle. Ainsi, les mêmes échantillons 
pulmonaires et données phénotypiques et physiologiques ont été utilisés dans d’autres 
études (Lanctot Setlakwe 2011, Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 2011). 
3.1 Animaux 
Onze chevaux ont été utilisés pour ce projet. Le troupeau était séparé en deux 
groupes. Le groupe de chevaux atteints de souffle comprenait quatre juments 
(Standardbred, Quarter Horse et croisé) et deux hongres (Arabe et croisé). La maladie a 
été diagnostiquée selon les signes cliniques, des résultats de mécanique respiratoire 
anormaux (résistance et élastance pulmonaire augmentées) et un lavage 
bronchoalvéolaire (LBA) présentant une augmentation de neutrophiles suite à une 
exposition antigénique au foin et à la paille. Ces chevaux étaient appariées en âge (16,8 
±0,9 ans (15-19)) à des chevaux contrôles (15,5 ± 0,8 ans (11-22)). Le groupe contrôle 
comprenait 5 juments (Standardbred, croisé) exemptes de la maladie. Le poids médian 
des chevaux contrôle était de 504 ± 60,5 kg (405-555 kg), tandis que celui des chevaux 
atteints de souffle était de 500 ±46,0 kg (430-545 kg). Les chevaux ont tous été jugés 
en santé, soit exempts de maladies graves (exception faite du souffle), par examen 
physique complet, examen sanguin et biochimique. Tous ces chevaux ont été vaccinés 
et vermifugés régulièrement.  
3.2 Protocole expérimental animal 
3.2.1 Conditions environnementales 
Les chevaux ont été placés au pâturage pour une période de plus de 3 mois 
avant le début de l’étude afin d’induire une rémission chez les chevaux atteints de 
souffle. Durant cette période, les chevaux étaient nourris avec des granules de foin 
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et suppléments deux fois par jour en plus d’avoir accès à l’herbe du pâturage. Les 
chevaux atteints de souffle ne présentaient aucun signe clinique de la maladie à ce 
moment et des échantillons et mesures ont été récoltés à ce moment, nommé T0. 
Les chevaux ont été par la suite placés dans l’écurie et exposés à une stimulation 
antigénique constituée de la stabulation, la litière de paille et le foin dont ils étaient 
nourris. Les chevaux étaient aussi nourris avec des suppléments deux fois par jour. 
Après trente jours d’exposition (T30), des échantillons ont été récoltés et leur 
fonction respiratoire mesurée à nouveau.  
3.2.2 Fonction respiratoire 
Des mesures de la fonction pulmonaire ont été effectuées à différents temps 
durant l’expérimentation (T0, T1 et T30 où T1 correspond à une journée 
d’exposition antigénique et T30 à trente jours d’exposition). La méthode par 
laquelle les mesures ont été effectuées a été décrite précédemment (Jean, Vrins et 
al. 1999). 
 
Ces mesures sont effectuées sans sédation sur des chevaux placés dans un 
travail. Les chevaux portent un masque étanche couvrant les naseaux. Un 
pneumotachographe réchauffé à 37 ⁰C est attaché au masque et sert à mesurer le 
débit d’air lors de l’inspiration et de l’expiration. Des mesures de pressions 
transpulmonaires sont aussi obtenues à l’aide d’un cathéter placé dans le dernier 
tiers de l’œsophage. Les mesures de débit et de pressions transpleurales servent à 
calculer les valeurs de résistance et d’élastance pulmonaire tel que décrit 
précédemment (Jean, Vrins et al. 1999). 
3.2.3 Lavage bronchoalvéolaire 
Un lavage bronchoalvéolaire a été effectué chez tous les chevaux sous sédation 
aux différents temps. Cette technique a déjà été décrite (Leclere, Lavoie-
Lamoureux et al. 2011) et utilise un vidéo-endoscope de 2,5 mètres (Olympus 
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Medical System corp., Tokyo, Japan) inséré dans le méat ventral de la narine pour 
parvenir aux voies respiratoires supérieures. L’endoscope est ensuite avancé dans 
les bronches. De la saline isotonique est infusée (deux fois 250mL) et récupérée 
dans des récipients de plastique non-adhérent (VWR®, 16128-841), puis placé sur 
de la glace. Le fluide récupéré est analysé à l’intérieur d’une heure suite à la 
récolte. L’analyse implique la filtration et la centrifugation (1500 rpm à 5 ⁰C pour 
5 minutes) du liquide. Les culots obtenus sont remis en suspension (médium RMPI 
1640). Un comptage des cellules totales est effectué à l’aide d’un hémocytomètre. 
Un cytospin est effectué, puis coloré au Wright-Giemsa et bleu de Toluène. Un 
comptage différentiel de cellules est aussi réalisé.   
3.2.4 Biopsies de poumon périphérique par thoracoscopie 
Des échantillons de poumon périphérique ont été récoltés sur tous les chevaux 
de l’étude par thoracoscopie à T0 et T30 (Relave, David et al. 2008). La procédure 
a été effectuée sur les chevaux placés dans un travail sous sédation. Un hémithorax 
fut sélectionné aléatoirement et l’hémithorax contra-latéral fut utilisé pour la 
procédure subséquente.  
3.3 Anticorps 
Un anticorps primaire polyclonal de lapin contre la région c-terminale du SRF 
humain a été utilisé (Santa Cruz, SC-335). Cet anticorps fonctionne pour le Western 
blot, l’immunofluorescence et l’immunohistochimie, selon la compagnie. La séquence 
d’acides aminés 55 à 507 du SRF humain (NM_003131) a été comparée au SRF du 
cheval et présentait 97,2% d’homologie. Un anticorps primaire monoclonal de souris 
anti-SMA clone 1A4a été utilisé dans cette expérimentation (Sigma, A2547), cet 
anticorps ayant déjà été utilisé chez le cheval avec succès (Herszberg, Ramos-Barbon 
et al. 2006). L’anticorps secondaire IgG de chèvre anti-lapin hautement détecté Alexa 
Fluor 594 (Invitrogen, A11037) a été utilisé pour l’anticorps anti-SRF. Un anticorps 
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secondaire IgG de chèvre anti-souris hautement cross-absorbed Alexa Fluor 488 
(Invitrogen, A11029) pour détecter l’anticorps anti α-SMA a été utilisé.  
3.4 Immunobuvardage de Western 
Un immunobuvardage de type western a d’abord été effectué dans le but de déterminer 
la présence du SRF dans le poumon équin, ainsi que pour valider la spécificité de 
l’anticorps utilisé pour détecter le SRF équin. Les expérimentations ont été exécutées 
selon le protocole décrit en (ANNEXE A). La dilution d’anticorps primaire utilisée est 
de 1 :1000. L’anticorps est le même que pour l’immunofluorescence et est décrit plus 
haut. La dilution pour l’anticorps secondaire était de 1 :2000. Un extrait de rate de 
cheval (ANNEXE A) à concentration de 200μg a été utilisé comme contrôle positif 
pour le SRF. Un extrait de poumon équin (ANNEXE A) à concentration de 100μg et 
200μg a été placé dans les autres puits du gel. Les expérimentations ont été effectuées 
en duplicata. Un anticorps secondaire IgG de chèvre anti-lapin conjugué à la 
peroxydase de raifort (HPR-linked) pour détecter l’anticorps anti-SRF (Cell 
Signaling,7074) a été utilisé. 
 
3.5 Immunofluorescence 
Suite au prélèvement, les échantillons de poumons ont été placés dans une 
solution de formaldéhyde 4% faite à partir d’une solution de 37% (le pH du tampon se 
situe entre 6,5 et 7 et ne contient pas de méthanol) pour une période de 24h. Ensuite, 
les échantillons ont été enrobés de paraffine et montés sur des blocs de paraffine. Les 
blocs contenant les échantillons pulmonaires ont été coupés au microtome (5μm) et les 
coupes placées sur des lames Superfrost Plus. Les lames ont par la suite été placées 
dans un incubateur à 37⁰ pour 16-18h de manière à permettre une adhésion du tissu à la 
lame. 
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Le protocole de double immunofluorescence utilisé lors de cette 
expérimentation a été celui de Cell Signaling, modifié (ANNEXE C). Les lames 
montées ont été déparaffinées et ensuite placées dans une solution de tampon citrate à 
pH 6 à température ambiante. La solution a été portée au point d’ébullition pour une 
période de dix minutes. Pour l’étape d’immunomarquage, les lames ont d’abord été 
incubées durant une heure dans une solution de blocage avec sérum de chèvre (sérum 
de la même espèce que l’anticorps secondaire). Ensuite, la solution d’anticorps 
primaire anti-SRF a été appliquée sur les lames. Les solutions d’anticorps primaires ont 
été préparées en diluant les anticorps (1 :250) dans la solution de blocage avec sérum 
dans des aliquots séparés. Les lames ont ensuite été placées à 4 ⁰C pour 16-18h. Suite à 
un rinçage, la solution d’anticorps primaire anti α-SMA (1 :250) a été  appliquée. Puis 
les lames ont été incubées à 37⁰C pour une heure. Ensuite, les anticorps secondaires 
ont été appliqués sur les lames. L’incubation a été faite à température ambiante pour 
une période de deux heures. La solution d’anticorps secondaire s’effectue en diluant les 
deux anticorps secondaires (1 :1000) dans une même solution de blocage sans sérum. 
Par la suite, le Vectashield® a été appliqué et le couvre-lame a été déposé. Les lames 
ont ensuite été placées à plat au congélateur à -20⁰C jusqu’à la lecture. 
3.6 Méthode de récolte des données 
Les lames ont été observées au microscope (AxioImager microscope M1 de 
Zeiss) à l’insu pour l’identité du cheval, le groupe et le temps auquel l’échantillon a été 
prélevé. L’observation sommaire des lames fut effectuée sous la lumière 4',6-
Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) et, lorsqu’une voie respiratoire 
était repérée, celle-ci fut centrée dans le champ et photographiée à un grossissement de 
20X puis 40X (ANNEXE D). Ainsi, le nombre de voies respiratoires par échantillon et 
par cheval était variable mais un nombre minimal de 5 voies respiratoires par cheval, 
par groupe et par temps a été établi. Les voies respiratoires en coupe transverse ont été 
photographiées à l’aide d’un programme spécialisé (AxioVision Rel. 4.6 avec la 
caméra AxioCam MRm de Zeiss). Les photos ont par la suite été ajustées selon un 
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protocole établi (ANNEXE D). La prise de photo permet l’assemblage d’une image 
composée rassemblant les couleurs émises par les fluorochromes des anticorps 
secondaires sur la même image, ce qui n’est pas possible d’observer au microscope. De 
ce fait, la correspondance des signaux de couleurs pouvait être appréciée, soit le vert 
pour α-SMA, le rouge pour le SRF et le bleu pour les noyaux (colorés grâce au 
Vectashield®). 
3.7 Technique morphométrique/analyse des images 
L’analyse des images a été effectuée grâce au programme MBF Image J1 (National 
Institutes Health) avec ajout du  Plugin Point Picker2 pour aider au comptage des 
cellules (ANNEXE E). Afin de corriger pour la taille des voies respiratoires, le 
périmètre de la membrane basale de chaque voie a été mesuré. La base des cellules 
épithéliales était suivie sur une distance correspondant à la section de muscle lisse 
analysée. Une lame de calibration de 2 mm avec intervalles de 0,01 mm a servi pour 
prendre les mesures de périmètre.  
 
                                               
1 Image J®, McMaster Biophotonics Facility Image J pour Microscope version 1.43u, National Institute 
Health 
2 Point Picker, par P. Thévenaz  
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Figure 1. Tracé de la membrane basale de l'épithélium d'une voie respiratoire  
 
 
La mesure de l’expression de SRF a été effectuée de manière quantitative. Pour 
une voie respiratoire donnée, tous les noyaux se retrouvant dans du muscle lisse ont été 
comptés. Les noyaux émettaient un signal bleu (correspondant au DAPI) et le muscle 
lisse un signal vert (correspondant à α-SMA). Parmi les noyaux situés dans le muscle 
lisse, ceux émettant un signal rouge se retrouvant dans le noyau bleu étaient considérés 
comme étant positifs pour le SRF. Le pourcentage de cellules exprimant le SRF, pour 
chaque voie respiratoire, a été calculé à partir de ces données. Le nombre de cellules 
exprimant le SRF a aussi été corrigé en divisant ce nombre par le périmètre au carré de 
la lumière de la voie respiratoire (James, Hogg et al. 1988). 
3.8 Analyses statistiques 
La moyenne des valeurs a été calculée pour chaque individu à chaque temps. 
Un modèle linéaire à mesures répétées avec le temps comme facteur intra-sujet et les 
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traitements comme facteur entre sujets a été utilisé3. La correction séquentielle de 
Bonferroni a servi à ajuster le seuil alpha de chaque comparaison. Des valeurs de P de 
moins de 0,05 étaient considérées significatives. 
 
                                               
3 Logiciel SAS V.9.2 (Cary, N.C.) 
  
 
4. Exposé et analyse des résultats 
4.1 Immunobuvardage de type Western 
Le contrôle positif utilisé était un extrait de rate à concentration de 200μg. Un 
extrait de poumon équin homogénéisé à concentration de 100μg et 200μg a été testé. 
La concentration de 200μg étant trop concentrée, seul l’extrait de poumon à 100μg 
était lisible. Le poids moléculaire attendu pour SRF était entre 40-67 kDa (Chai and 
Tarnawski 2002). Une bande bien définie a été obtenue à un poids moléculaire 
correspondant à 67 kDa.  
 
 
Figure 2. Immunobuvardage de type Western pour le SRF équin 
4.2 Voies respiratoires périphériques 
Un total de 207 voies ont été analysées. La distribution des échantillons est 
ainsi faite : 104 voies respiratoires périphériques obtenues de chevaux contrôle et 103 
voies de chevaux atteints de souffle. Les tableaux I et II décrivent la distribution de ces 
voies. La taille des voies évaluées est de 3000 μm et moins, ce qui correspond à des 
voies respiratoires périphériques (Herszberg, Ramos-Barbon et al. 2006). Le protocole 
d’immunofluorescence a marqué avec efficacité l’α-SMA du muscle lisse bronchique 
et le SRF dans les noyaux des cellules musculaires lisses seulement. Aucun signal n’a 
été détecté dans le cytoplasme des cellules musculaires lisses (Figure 3).  
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Tableau II. Nombre de voies analysées par cheval à chacun des temps 
Cheval Groupe Nombre de voies à T0 
Nombre de voies à 
T30 
32 Contrôle 11 12 
53 Contrôle 21 12 
68 Contrôle 7 15 
87 Contrôle 6 6 
106 Contrôle 8 6 
40 Souffle 6 8 
61 Souffle 8 7 
103 Souffle 5 13 
123 Souffle 8 9 
306 Souffle 12 12 
312 Souffle 7 8 
 
Tableau III. Nombre de voies analysées par groupe à chacun des temps 
Groupe  
Nombre 
de voies à 
T0 
Nombre 
de voies à 
T30 
 Total 
    
Contrôle 53 51 104 
Souffle 46 57 103 
    
Total 99 108 207 
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Figure 3. Voie respiratoire périphérique de cheval atteint de souffle. L’α-SMA (flèche 
pointillée) et le SRF sont colorés par immunofluorescence. Les noyaux des cellules 
musculaires lisses étaient positifs pour la présence de SRF (flèche pleine).  
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4.3 Expression du SRF dans les voies respiratoires des 
chevaux atteints du souffle 
Avant exposition aux antigènes, la moyenne du pourcentage de noyaux de 
muscle lisse bronchique exprimant le SRF est semblable entre les deux groupes (Figure 
4). Les valeurs sont légèrement plus dispersées pour le groupe contrôle 
comparativement au groupe atteint de souffle. Suite à l’exposition antigénique, on 
remarque une différence non significative entre les pourcentages de noyaux de muscle 
lisse bronchique exprimant le SRF des deux groupes (Figure 4) (P=0.033, non 
significatif après la correction séquentielle de Bonferroni).  
 
Il y a une augmentation significative (P=0.014) du pourcentage de noyaux de 
muscle lisse exprimant le SRF suite à stimulation antigénique chez les chevaux atteints 
de souffle (Figure 4). Les chevaux contrôles ne semblent pas démontrer une 
augmentation du pourcentage de noyaux de myocytes bronchiques exprimant le SRF, 
leurs valeurs restant sensiblement les mêmes aux deux temps.  
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Figure 4. Pourcentage de myocytes bronchiques exprimant le SRF chez les chevaux 
contrôles et ceux atteints de souffle avant et après stimulation antigénique 
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4.4 Expression du SRF par nombre de cellules dans les voies 
respiratoires des chevaux atteints du souffle 
 
Les résultats observés du pourcentage de cellules positives au SRF ne se 
répètent pas avec la mesure du nombre de cellules positives au SRF corrigé selon le 
périmètre de la membrane basale au carré. Tout d’abord, on remarque une différence 
entre les deux groupes avant exposition antigénique en ce qui a trait au nombre de 
cellules de muscle lisse exprimant le SRF (Figure 5).  
 
Il n’y a qu’une faible augmentation, non significative, du nombre de cellules de 
muscle lisse bronchique exprimant le SRF suite à l’exposition aux antigènes chez les 
chevaux atteints de souffle. Cette augmentation est également observée chez le groupe 
contrôle. Suite à la stimulation antigénique de 30 jours, on observe la même tendance 
entre les deux groupes dans le nombre de cellules exprimant le SRF (Figure 5).  
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Figure 5. Nombre de cellules exprimant le SRF dans les myocytes bronchiques chez les 
chevaux contrôle et ceux atteints de souffle, corrigé selon le périmètre de la membrane 
basale au carré 
 
Lorsque le SRF est exprimé en nombre de cellules par périmètre carré, il y a 
une différence non significative entre les groupes et aucune augmentation évidente 
dans le temps. Cependant, en groupant cette tendance, on observe que, tant à T0 qu’à 
T30, elle devient significative (P=0.031) d’un groupe par rapport à l’autre tous temps 
confondus (effet de groupe) (Figure 6). Il y a donc un plus grand nombre de cellules 
exprimant le SRF chez les chevaux atteints de souffle et ce peu importe l’exposition 
aux antigènes.  
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Figure 6. Nombre de cellules exprimant le SRF dans les myocytes bronchiques dans les 
deux groupes tous temps confondus, corrigé selon le périmètre de la membrane basale 
au carré 
 
P=0.031 
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4.5 Distribution de l’expression du SRF dans les voies 
respiratoires 
De manière générale, la distribution de la taille des voies est semblable à T0 et à 
T30. Aussi, la majorité des points sur les graphiques se situent sous 1000 μm de 
périmètre de membrane basale pour les chevaux contrôles et les chevaux atteints de 
souffle. Ainsi, la population de voies respiratoires est relativement similaire chez tous 
les chevaux.  
 
La distribution du pourcentage de cellules positives au SRF par rapport au 
périmètre des voies, chez les chevaux contrôles (Figure 7) tout comme chez les 
chevaux atteints de souffle (Figure 8),  adopte un profil nuage de point. La distribution 
du pourcentage de cellules SRF positives par rapport à la taille des voies est très 
dissipée chez les chevaux contrôles avant et après stimulation antigénique, alors qu’on 
observe l’augmentation décrite précédemment chez les chevaux atteints de souffle 
(Figure 8). On peut également observer que l’expression du SRF ne semble pas 
affectée par la taille des voies respiratoires.  
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Figure 7. Distribution, selon la taille des voies respiratoires, du pourcentage de cellules 
musculaires lisses exprimant le SRF chez les chevaux contrôles 
 
Figure 8. Distribution, selon la taille des voies respiratoires, du pourcentage de cellules 
musculaires lisses exprimant le SRF chez les chevaux atteints de souffle 
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Lorsque l’expression de SRF est exprimée en nombre de cellules par rapport au 
périmètre de membrane basale, on obtient un profil de distribution du nombre de 
myocytes bronchiques exprimant le SRF de décroissance exponentielle chez les 
chevaux atteints de souffle (Figure 10). Il semble que les plus petites voies respiratoires 
expriment le plus de SRF. Tel que décrit précédemment, l’expression de SRF ne 
semble pas plus élevée chez les chevaux atteints de souffle suite à une exposition 
antigénique.  
 
La distribution de l’expression de SRF chez les chevaux contrôles ressemble 
plus à une ligne droite (Figure 9) par rapport à la distribution chez les chevaux souffle 
(Figure 10). Ce type de distribution porte plutôt à croire que l’expression de SRF est 
peu influencée par la taille des voies chez les chevaux du groupe contrôle.  
 
 
 
Figure 9. Distribution du nombre de cellules de muscle lisse bronchique exprimant le 
SRF chez les chevaux contrôle, corrigé selon le périmètre de la membrane basale au 
carré.  
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Figure 10. Graphique de la distribution du nombre de cellules de muscle lisse 
exprimant le SRF chez les chevaux atteints de souffle, corrigé selon le périmètre de la 
membrane basale au carré. 
  
 
5. Discussion générale 
L’objectif de cette étude était d’explorer certains mécanismes moléculaires 
impliqués dans les possibles changements phénotypiques affectant la cellule 
musculaire bronchique dans la pathologie du souffle chez le cheval. De ce fait, nous 
avons examiné les effets d’une exposition antigénique sur l’expression du SRF, un 
facteur de transcription central au remodelage du muscle lisse dans d’autres tissus 
(Owens, Kumar et al. 2004, Hendrix, Wamhoff et al. 2005, Chai, Norng et al. 2007, 
Chow, Bell et al. 2007, Chen, Chen et al. 2008, Werth, Grassi et al. 2010), mais dont 
les effets n’ont pas encore été étudiés dans le muscle lisse bronchique. La présence du 
SRF fut donc observée chez des chevaux sains ainsi que chez des chevaux atteints de 
souffle qui possédaient un remodelage pulmonaire bien établi (Leclere, Lavoie-
Lamoureux et al. 2011). Les résultats démontrent une augmentation significative du 
pourcentage de cellules exprimant le SRF suite à une stimulation antigénique chez les 
chevaux atteints de souffle. Cette augmentation est d’autant plus significative qu’à T0 
(chevaux au pâturage afin d'induire la rémission clinique chez les chevaux atteints du 
souffle), le pourcentage de cellules exprimant le SRF est semblable pour les chevaux 
atteints de souffle et les chevaux contrôles, et demeure stable chez les chevaux 
contrôles à T30 (écurie et exposition au foin). Au contraire, une expression accrue du 
SRF est observée dans les voies respiratoires périphériques des chevaux atteints du 
souffle suite à une exposition antigénique, là où le remodelage est le plus marqué 
(Herszberg, Ramos-Barbon et al. 2006). Ainsi, nos résultats sont en accord avec 
l’hypothèse selon laquelle le SRF joue un rôle dans le remodelage du muscle lisse 
bronchique lors de stimulation antigénique chez des chevaux atteints de souffle.  
5.1 Effets de l’exposition antigénique sur l’expression de SRF 
L'augmentation de l'expression du SRF uniquement dans les myocytes 
bronchiques des chevaux atteints du souffle suite à une exposition antigénique indique 
une participation de ce facteur de transcription dans la pathogénie de la maladie.  
Toutefois, comme son expression peut être à la fois associée aux phénotypes de 
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différenciation (hypertrophie) ou de prolifération (hyperplasie) (Miano, Long et al. 
2007), les résultats de l'étude ne permettent pas à elles seules de conclure quant à une 
polarisation vers un phénotype musculaire particulier.    
 
Selon une étude menée sur les mêmes échantillons (Leclere, Lavoie-Lamoureux 
et al. 2011), la masse de muscle lisse bronchique est plus élevée chez les chevaux 
atteints de souffle comparativement aux chevaux contrôles. L’expression accrue du 
SRF dans la cellule musculaire lisse bronchique suite à une stimulation antigénique, en 
association avec une masse de muscle lisse déjà augmentée chez un cheval atteint de 
souffle, pourrait indiquer une préférence pour un profil différencié (hypertrophie). 
Toutefois, un profil prolifératif (hyperplasie) reste également probable, considérant 
qu’un marqueur de prolifération était également plus élevé dans le muscle lisse 
bronchique des chevaux atteints de souffle (Herszberg, Ramos-Barbon et al. 2006, 
Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 2011). Ainsi, le renouvellement cellulaire 
parviendrait à un certain équilibre dynamique et la masse de muscle lisse resterait 
inchangée suite à 30 jours d’exposition antigénique, et ce, même en présence d’une 
hyperplasie musculaire puisque l'apoptose musculaire était également accrue (Leclere, 
Lavoie-Lamoureux et al. 2011). Le SRF pourrait donc participer au maintien de cette 
masse musculaire lisse chez les chevaux atteints de souffle en favorisant à la fois un 
profil prolifératif et un profil différencié.  
 
De plus, l’effet de groupe observé dans le nombre de cellules corrigé pour le 
périmètre de membrane basale (Figure 6) pourrait refléter l’augmentation de masses de 
muscle lisse bronchique démontrée chez les chevaux atteints de souffle 
comparativement aux chevaux contrôles (Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 2011). 
Cette augmentation de masse de muscle lisse pourrait être relativement plus importante 
que les variations de pourcentage de noyaux exprimant le SRF et être masquée par 
l’augmentation de pourcentage observée avec l’exposition antigénique (Figure 4). 
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La disparité entre les résultats des deux types de mesures du SRF, soit le 
comptage cellulaire et le pourcentage, pourrait s’expliquer par la méthode de correction 
des données. La mesure du nombre de cellule exprimant le SRF était corrigée par 
rapport à la mesure du périmètre de la membrane basale. Il est possible que ce type de 
méthode de correction ne soit pas adapté à ce genre de mesure ou bien, la mesure du 
nombre de cellules exprimant le SRF pourrait ne pas nécessiter de correction ce qui 
expliquerait la disparité des résultats. La mesure du pourcentage de cellules exprimant 
le SRF, quant à elle, ne comportait pas de méthode de correction étant donné la nature 
de cette mesure. Le problème pourrait également résider dans la prise de mesure du 
périmètre de la membrane basale qui comporte une possible inexactitude, bien que 
cette donnée soit corrigée par l’entremise des méthodes de correction statistiques. Une 
certaine tendance est tout de même observée dans la mesure du SRF par le comptage 
des cellules positives au SRF. 
5.2 Implication du SRF dans le souffle 
Le mécanisme sous-jacent au remodelage du muscle lisse bronchique chez les 
chevaux atteints du souffle n’est pas encore élucidé. Cependant, la pathogénie du 
muscle lisse d’autres tissus impliquant le SRF a été explorée et pourraient servir de 
modèle dans la compréhension du remodelage asthmatique. Par exemple lors 
d’obstruction partielle chronique du petit intestin, la portion musculaire du segment 
intestinal oral à l’obstruction s’épaissit et perd de son efficacité fonctionnelle (Chen, 
Chen et al. 2008). À cet endroit les cellules musculaires subissent une hyperplasie 
suivie d’une hypertrophie. Cette observation indique que la cellule musculaire lisse 
possède une certaine plasticité phénotypique. En réponse à des stress 
environnementaux, elle peut donc favoriser un phénotype lui permettant de mieux 
s’adapter, parfois au détriment de sa fonction.  
 
Notre étude démontre une implication du SRF dans le souffle chez les chevaux. 
Il y a une association entre l’exposition antigénique, les signes cliniques de l’animal et 
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l’augmentation du SRF dans les voies respiratoires. En effet, suite à une stimulation 
antigénique produisant un stress sur les bronches, le pourcentage de cellules exprimant 
le SRF est augmenté. Ceci représente une adaptation à l’environnement, au stress 
supplémentaire appliqué par les antigènes environnementaux, de la part des cellules 
musculaires lisses. Avantage ou un inconvénient pour la cellule, ce serait la réaction à 
un stress.  
 
La détresse respiratoire observée chez les chevaux atteints de souffle est 
conséquente aux multiples processus et changements affectant les voies respiratoires. 
Des mécanismes inflammatoire et mécanique causent un stress sur les voies 
respiratoires. Il est rapporté que les chevaux contrôles présentent également une 
inflammation des voies respiratoires suite à une exposition antigénique (Tremblay, 
Ferland et al. 1993, Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 2011). Cependant ces individus 
ne développent aucune obstruction des voies respiratoires, changement au niveau du 
muscle lisse bronchique ou détresse respiratoire. On pourrait donc conclure que 
l’inflammation n’est pas un élément important à l’activation du SRF dans les voies 
respiratoires chez les chevaux, puisque l'expression du SRF demeure inchangée chez 
les chevaux contrôles. Toutefois, des processus différents pourraient causer 
l'inflammation neutrophilique observée dans les deux groupes de chevaux. Notre 
évaluation du processus inflammatoire tissulaire pulmonaire n’étant que partielle, nous 
ne pouvons conclure quant au rôle possible de l’inflammation dans l'expression du 
SRF dans le souffle. 
 
En absence de stimulation antigénique, les chevaux atteints du souffle ne 
présentent pas de difficulté respiratoire. Toutefois, les altérations morphologiques 
(remodelage) affectant les voies respiratoires persistent entre les crises. De même, une 
hyperplasie des cellules musculaires lisses persiste alors que l'expression du SRF n'est 
pas augmentée.  Combinés, ces résultats suggèrent que le SRF n'est pas impliqué dans 
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l'hyperplasie du muscle lisse bronchique, ou que la régulation de celle-ci est complexe, 
et requiert d'autres cofacteurs ou l'activation d'autres voies de signalisations. 
  
5.3 Ouverture 
Les mécanismes contrôlant les changements encourus par le muscle lisse 
bronchique dans la pathologie du souffle sont encore peu connus. En se basant sur le 
comportement du muscle lisse viscéral et vasculaire décrit dans la littérature 
(Hoffmann and Mintz 2000, Owens, Kumar et al. 2004, Chen, Chen et al. 2008), ainsi 
que sur notre compréhension du remodelage du muscle lisse des voies respiratoires 
dans l’asthme (Munakata 2006, An, Bai et al. 2007, Ozier, Allard et al. 2011, James, 
Elliot et al. 2012), il est spéculé que le muscle lisse bronchique pourrait adopter 
plusieurs phénotypes pour parvenir à produire les changements observés. Le SRF est le 
facteur de transcription contrôlant la plasticité phénotypique de la cellule musculaire 
lisse. Le protocole expérimental de cette étude n’a pas permis d’identifier une 
association de phénotype cellulaire avec le SRF. Pour ce faire, une étude des cofacteurs 
principaux du SRF (myocardine, ELK-1) dans le muscle lisse bronchique en 
association avec la mesure de la masse de muscle lisse permettrait de mieux définir le 
phénotype qu’adopte la cellule musculaire lisse bronchique chez le cheval atteint de 
souffle. La compréhension des mécanismes moléculaires influençant ce processus 
faciliterait le développement de nouvelles thérapies plus ciblées ou stratégies dans le 
traitement du souffle et de l’asthme.  
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6. Conclusion 
Les résultats démontrent pour la première fois l’implication du SRF dans les 
myocytes des voies respiratoires suite à une stimulation antigénique dans un modèle 
équin d’asthme bronchique. Une augmentation significative de l’expression du SRF 
dans les myocytes des voies respiratoires des chevaux atteints de souffle suite à une 
stimulation antigénique a été mise en évidence. Cette découverte suggère que le SRF 
est important au remodelage du muscle lisse des voies respiratoires des chevaux 
atteints de souffle lorsque ceux-ci sont exposés aux antigènes environnementaux. Cette 
étude aide à la compréhension du dynamisme phénotypique de la cellule musculaire 
lisse bronchique dans le souffle chez les chevaux, ce qui offrira ultimement des options 
thérapeutiques pour le traitement de cette maladie. 
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ANNEXE A 
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Protocole d’extraction des protéines 
Matériel: 
- Polytron PowerGen 125 (Fisher) avec la sonde 3850 
- Balance 
- Eau milipore 
- Tissu à extraire 
- Bac de glace 
- T-Per ®, Réactif d’extraction des protéines des tissus, Thermo scientific 
- Inhibiteurs de phosphatases 
- Inhibiteurs de protéases 
- Centrifugeuse 
- Spectrophotomètre 
- BSA (Albumine du sérum bovin) 
 
1. Nettoyer la sonde du polytron en la rinçant dans de l’eau milipore à haute 
vitesse, puis l’essuyer 
2. Prendre 200mg de tissu, soit peser 0,20g de tissu, et le placer dans un tube de 
14ml 
3. Ajouter les solutions suivantes pour obtenir un volume total de 2ml 
a. 1600 μl de T-Per 
b. 200 μl d’inhibiteurs de phosphatases 
c. 200 μl d’inhibiteurs de protéases 
4. Homogénéiser le mélange au polytron de manière à obtenir un liquide 
5. Placer le mélange sur la glace 
6. Nettoyer la sonde en retirant les débris à l’aide de pinces si nécessaire, puis en 
la rinçant dans de l’eau milipore à haute vitesse 
7. Répéter les étapes 2 à 6 pour les échantillons de tissus subséquents 
8. Centrifuger les échantillons à 5000 rpm pour 5 min de manière à ce qu’un culot 
se forme et que les débris ne soient plus en suspension 
9. Recueillir le surnageant et les séparer en aliquots (donne environ 4 aliquots de 
500 μl) 
10. Placer les aliquots au congélateur à -70°C, conserver un échantillon de chaque 
tissu pour la quantification. 
Quantification des protéines par spectrophotomètre (courbe de Bradford) 
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1.  Préparer un tube de référence contenant 1,5ml de saline et un second 
contenant 100 μl de saline et 1ml de BSA 
2. Les tubes étaient répartis comme suit : 
a. Tube de référence 
b. BSA 
c. 1 μl d’extrait du tissu 1 + 99 μl de saline + 1mL BSA 
d. 2 μl d’extrait du tissu 1 + 98 μl de saline + 1mL BSA 
e. Répéter les étapes c et d pour les tissus subséquents 
3. Laisser agir 1 min et demi, puis lire les échantillons. On obtient l’absorption et 
la concentration pour chaque concentration du tissu 
4. Par la suite, calculer le nombre de millilitre pour 100 μg et 200 μg pour chaque 
échantillon 
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ANNEXE B 
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Protocole Western Blot 
1. SDS-PAGE 
 
1) Assemblage de l’appareil  
1- Avant de débuter, inspecter les vitres. Le dessous ne doit pas être abîmé. 
2- Enlever les sels en passant les vitres sous l’eau courante. 
3- Nettoyer les vitres à l’alcool, essuyer avec un papier essuie-tout. 
4- Mettre la silicone (Sigmacotte®, conservé à 4°C) sur une des deux vitres.  
5- Essuyer le surplus. 
6- Assemblage 
a. Il y a possibilité de faire 2 gels à la fois. 
b. Mettre un peu de graisse (vacuum grease) dans le fond du plateau. 
c. Mettre les traverses de chaque côté d’une des plaques de verre (s’assurer 
d’avoir les traverses qui vont avec le peigne que l’on veut utiliser). 
d. Déposer l’autre vitre par-dessus. 
e. Placer les montants de chaque côté des vitres et s’assurer que le montage 
est bien fait (les montants doivent être égaux avec la vitre du fond). 
f. Serrer les vitres avec les vis (en haut et en bas suffit), mais attention de 
ne pas trop visser (une fois qu’on sent la tension faire seulement ¼ tour). 
g. Déposer le montage sur le fond préalablement graissé.  
h. Mettre une petite pression et enclencher les clips noirs (en bas). 
  
2) Préparation du gel de séparation 
1- Usage de solutions stocks conservées à 4⁰C. 
2- Ajouter les produits dans l’ordre du tableau (voir tableau plus bas). 
3- Une fois le TEMED ajouté, la polymérisation est amorcée, ne pas trop attendre. 
4- Bien mélanger pour que la polymérisation soit égale partout. 
5- Avant de couler le gel, marquer sur la vitre un trait à 11.5 cm. 
6- Couler le gel avec une pipette de 10 ml. S’assurer que le liquide se rend 
jusqu’au fond et qu’il n’y a pas de bulles. 
7- Vider le surplus dans un flacon (permet de suivre la polymérisation). 
8- Laisser polymériser au moins 1 heure. 
9- Mettre doucement 3 à 4 mm de butanol sur le gel avec une petite seringue 
(permet d’obtenir un bon front de migration). 
NOTE : Si on laisse polymériser toute la nuit mettre une cellophane. 
NOTE : S’il y des bulles sur le côté on les laisse faire, si elles sont dans le gel on 
peut cogner délicatement sur les vitres pour les faire sortir. 
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PAGE-SDS DISCONTINU (dénaturant) 
Solutions 
Stocks 
Stacking 
gel  
(2 gel) 
SEPARATING GEL (1 gros gel) Tampon 
de 
réservoir 
20% 17.5 % 15% 12.5 % 10% 7.5% 5% 
H2O 
12.2 ml 2.1 ml 4.6 ml 7.1 ml 9.6 ml 
12.1 
ml 
14.6 
ml 
17.1 
ml 
900 ml 
Acrylamide 
Bis 
(30:0.8) 
2.5 ml 20 ml 
17.5 
ml 
15 ml 12.5 ml 10 ml 
7.5 
ml 
5 ml ▬ 
Stock 
Tampon 
separating 
gel (1.5M) 
▬ 7.5 ml 7.5 ml 7.5 ml 7.5 ml 7.5 ml 
7.5 
ml 
7.5 ml ▬ 
Stock 
tampon 
stacking 
gel ( 0.5M) 
5 ml ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ 
10X 
Tampon 
réservoir 
▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ 100 ml 
10% SDS 
0.2 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 
0.3 
ml 
0.3 ml ▬ 
10% APS 
(préparer 
frais) 
100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 
100 
µl 
100 µl ▬ 
TEMED 15 µl 15 µl 15 µl 15 µl 15 µl 15 µl 15 µl 15 µl ▬▬ 
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Concentration finale des tampons: Stacking 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8 
   Separating 0.375 M Tris-HCl, pH 8.8 
   Réservoir 0.025M Tris, 0.192 M glycine, pH 8.3, 0.75% SDS 
 
*L’APS doit être fait frais, on le garde 1 ½ semaine dans le frigo (on fait 10 ml à la 
fois) 
*Le gel de 10% est parfait pour un premier essai 
*Le gel de 20% est très concentré, peut causer problème 
*Le SDS est chargé – les protéines migrent donc vers le bas, il peut cependant être 
problématique si la protéine est déjà chargé – (elle ne migrera pas à son poids 
moléculaire) 
 
3) Préparation du Stacking gel 
1- Enlever le butanol avec la petite seringue, on peut conserver le butanol. 
2- Bien nettoyer le peigne avant utilisation. 
3- Préparer le Stacking gel en ajoutant les solutions dans l’ordre du tableau ci-
dessus. 
4- Couler le Stacking gel avec une pipette, mettre le peigne et rajouter du Stacking 
gel pour bien remplir les espaces. 
5- Laisser polymériser au moins 1 heure. 
6- Verser le surplus dans un flacon, pour pouvoir suivre la polymérisation. 
 
4) Préparation des échantillons 
1- Dégeler les échantillons désirés et les conserver sur glace. 
2- Ne pas passer l’échantillon au vortex. 
3- Mélanger avec le tampon de chargement (2X, donc pour 10µl de protéines 
ajouter 5µl de tampon) (on met entre 200µg et 100µg de protéines sur le gel). 
4- Chauffer les échantillons 100°C 5 minutes et les remettre sur la glace. 
5- Préparer l’échelle de poids moléculaire (PIERCE). Ajouter 10µl H2O par tube 
et laisser solubiliser. 
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NOTE : pour les gros peignes mettre 2 poids moléculaire par puits. 
 
5) Chargement des échantillons 
1- Vérifier la polymérisation du Stacking gel. 
2- Enlever le peigne délicatement, l’essuyer et le ranger. 
3- Rincer délicatement les puits avant de charger les échantillons.  
a. Placer la partie supérieure de l’appareil sur les gels. S’assurer que 
les caoutchoucs noirs sont bien installés. 
b. Défaire les clips noirs à la base des gels et les mettre sur la partie 
supérieure de l’appareil. 
c. Enlever la base et déposer le montage sur un papier absorbant. 
d. Marquer la base des puits sur les vitres. 
e. Mettre le tampon de migration dans le bac supérieur, s’assurer 
qu’il n’y a pas de fuites. 
f. Rincer  tous les puits doucement avec du tampon de migration. 
4- Installer le gel dans l’appareil. 
a. Mettre un barreau magnétique dans le fond de l’appareil. 
b. Remplir le fond de l’appareil avec du tampon de chargement 
jusqu’au tiers du gel.  
c. Rincer doucement le dessous du gel pour enlever les bulles à 
l’aide d’une seringue.  
5- Charger les échantillons. 
a. Rincer la pipette 3 fois avant de prendre l’échantillon et le déposer 
tranquillement dans le puits. 
b. Rincer la pipette entre chaque échantillon (3X). 
c. Pour l’échelle de poids moléculaire s’assurer d’avoir la bonne 
quantité. 
Note : Pour les gros peignes, utiliser deux tubes de poids par 
puits. 
6- Brancher l’appareil à V=25 et mA=10. 
7- Partir l’agitation. 
8- Laisser migrer toute la nuit. 
9- Le lendemain augmenter la vitesse de migration à V=150. 
 
6) Solutions 
a. Acrylamide (30:0.8) 
 Acrylamide  60 g  150 g 
 Bis acrylamide  1.6 g  4 g 
 H2O   200mL  500mL 
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 Pour un volume total: 200 ml  500 ml 
 
Dissoudre dans l’H2O et ajuster le volume jusqu'à 200 ml puis filtrer avec un 
papier Whatman No.1. Garder à la noirceur à 4°C. 
Note : L'acrylamide est neurotoxique, utiliser avec soin. 
 
b.  Separating gel (1.5M Tris-HCl, pH 8.8) 
 Tris 18.2 g 
 H2O 100 ml 
 
Dissoudre dans environ 80 ml d’H2O. Ajuster le pH à 8.8 et compléter le 
volume jusqu'à 100 ml.  Filtrer avec un papier Whatman No.1. Se conserve à 
4°C. 
 
c. Stacking gel (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) 
 Tris 6 g 
 H2O 100 ml 
 
Dissoudre dans environ 80 ml d’H2O. Ajuster le pH à 6.8 et compléter le 
volume jusqu'à 100 ml.  Filtrer avec un papier Whatman No.1. Se conserve à 
4°C. 
 
d. Solution de coloration 
 
 Coomassie Brillant Blue R250   0.4 g 
 Trichloro Acetic acid (TCA)   10 g 
 Acide acétique glacial    70 ml 
 Méthanol     500 ml 
 H2O      jusqu'à 1 litre 
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Dissoudre le colorant Coomassie dans le méthanol d’abord, puis ajouter 
l'acide et l'eau.  Le colorant est plus efficace à la première utilisation, mais peut 
être utilisé plusieurs fois. Par contre, son efficacité diminue. 
 
e. Solution de décoloration 
 
 Méthanol   230 ml  115 ml 
 Acide acétique glacial  70 ml  35 ml 
 H2O    700 ml  350 ml 
 Volume total:   1 litre  500 ml 
 
f. Tampon de chargement 
      1X   2X 
 0.5M Tris HCl, pH 6.8   1.25 ml   2.5 ml 
 Glycérol    1 ml   2 ml 
 10% SDS    1 ml   2 ml 
 B-mercaptoethanol   0.4 ml   0.8 ml 
 0.5% Bromophenol Blue  0.05 gr   0.4 ml 
 H2O     jusqu'à 10 ml  jusqu'à 10 ml 
 
Mélanger le tampon de chargement 1:1 (v/v) avec l'échantillon. Le tampon de 
chargement peut être utilisé en 2X afin de réduire le volume d'échantillon à 
appliquer sur le gel. 
 
g. 10X tampon de réservoir (pH 8.3) 
 
 Tris  30 g (0.25 M) 
 Glycine 108 g (1.92 M) 
 SDS  7.5 g (0.75%) 
 H2O  compléter à 1 litre 
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La solution devrait être à pH 8.3 sans ajustement. Entreposer la solution à 
température pièce. 
 
NOTES:  
1. Pour une polymérisation optimale, réaliser le gel de séparation une journée 
avant la suite du protocole. Ajouter du butanol saturé d'eau à la surface du 
gel de séparation afin de réaliser un gel uniforme et prévenir la 
dessiccation du gel durant la nuit. Enlever le butanol avant de couler le 
stacking gel. 
 
2. Les échantillons sont dissouts dans le tampon de chargement puis chauffé 
à 100°C pendant 5 min. Déposer sur la glace, centrifuger et charger sur le 
gel. 
 
3. Le colorant de Coomassie Brillant Blue R250 colore les protéines et 
détecte celles-ci jusqu'à 0.1 à 1 µg. Produit une bande d'environ de 1 cm 
d'épaisseur. 
 
7) Référence 
 Dunn, M.J. Gel electrophoresis: proteins. Introduction to biotechniques series, 
1993, Bios Scientific Publishers Ltd., 176P. 
 
2. Transfert sur nitrocellulose des protéines séparées par électrophorèse sur 
gel d’acrylamide suivit de leur immunodétection 
 
1) Transfert des protéines sur la membrane. 
a. Lavage du gel et préparation de la membrane. 
- Tremper le gel dans le tampon de transfert 15 à 30 minutes 
(permet de se débarrasser des sels et du SDS). 
- Laisser tremper 1 heure si l’épaisseur du gel est > 2mm. 
- Couper la membrane de la grandeur du gel. 
- Tremper la membrane de nitrocellulose dans le tampon de 
transfert 15 à 30 minutes. 
- Si on utilise une membrane de PVDF, l’humecter avec du 
méthanol et par la suite la laisser tremper dans le tampon de 
transfert. 
- Couper deux papiers 3M de la grandeur de l’appareil de 
transfert et les humecter dans le tampon de transfert ainsi que 
les grilles de transfert. 
NOTE : Pour faciliter l’identification du côté de la membrane portant les 
protéines, couper un coin de la membrane. Le coin coupé, lorsque situé dans le 
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coin inférieur gauche, indique que la surface portant les protéines est sur le 
dessus. 
 
b. Montage de l’appareil de transfert. 
- Remplir la cuve avec 400ml de tampon de transfert froid et 
mettre le barreau magnétique. 
- Voir le schéma ci-dessous pour un schéma du montage. 
   
 
 
- Les protéines migreront vers l’anode positive. 
- Faire le montage en s’assurant de ne pas emprisonner de bulles 
et de ne pas dépasser du cadre imposé. 
- Installer le montage de transfert dans la cuve. 
- Recouvrir de tampon de transfert froid (volume total de 650ml, 
couvrir les ouvertures des panneaux). 
- Amener l’appareil dans la chambre froide, le déposer sur la 
plaque agitatrice et démarrer l’agitation du barreau. 
- Faire migrer toute la nuit à 20 V à 4°C (ou 30 V max, 40mA) 
(ou 4h à 70 V à 4°C) 
 
  
 
xxvi
NOTE : Après cette étape, la membrane peut être conservée quelques 
semaines dans du TBS pH 7.5 
 
2) Révélation de bandes protéiques spécifiques à l’aide d’anticorps polyclonaux. 
a. Blocage des sites non-spécifiques. 
- Défaire le montage de transfert en prenant soin de faire des 
trous à l’aide d’une aiguille pour marquer l’échelle de poids 
moléculaire. 
- S’assurer de garder les protéines sur le dessus et que la 
membrane ne sèche pas. 
- Rincer trois fois la membrane pour une minute chaque dans le 
TBS pH 7.5 en soulevant la membrane (utiliser un plat 
plastique de la grandeur de la membrane). 
- Ajouter la solution de blocage choisie : TBS pH 7.5 + 0.1% 
Tween 20 + 5% lait écrémé en poudre (ou TBS + 0.1% Tween 
20 + 10% sérum veau fœtal),  
- Remettre le couvercle. 
- Incuber pendant 2 heures sur une plaque agitatrice à 
température pièce. 
 
NOTE : Ne pas ajouter d’azide de sodium car il inhibe la peroxydase. 
NOTE : Durant l’incubation, préparer la solution d’anticorps primaire. Diluer 
l’anticorps primaire à concentration appropriée dans une solution de blocage 
non-utilisée. 
NOTE : La solution de blocage peut être récupérée et réutilisée jusqu’à un 
maximum de trois fois. À conserver au congélateur. 
 
b. Incubation avec l’anticorps primaire 
- Laver la membrane trois fois pendant 5 minutes chaque dans 
du TBS pH 7.5. 
- Ajouter la solution contenant l’anticorps primaire à la dilution 
appropriée (généralement entre 1 :200 et 1 : 10 000). 
- Incuber toute la nuit à 4°C, avec le couvercle. 
- Laver la membrane quatre fois pendant 5 minutes chaque dans 
le TBS Tween. 
NOTE : Après cette étape, la membrane peut être conservée quelques 
semaines dans du TBS pH 7.5. 
NOTE : La solution d’anticorps primaire peut être récupérée et réutilisée 
jusqu’à un maximum de trois fois. À conserver au congélateur. 
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NOTE : Ajouter un volume de solution d’environ 10 ml par 15 X 15 cm 
de membrane. 
NOTE : Il est nécessaire de titrer l’anticorps car il est possible de diminuer soit 
le bruit de fond ou la liaison non-spécifique en utilisant la dilution appropriée. 
 
c. Incubation avec l’anticorps secondaire. 
- Lors de l’incubation avec l’anticorps secondaire marqué à la 
peroxydase, ne pas utiliser de solution contenant du sodium 
azide (NaN3) car il inhibe la peroxydase. 
- Diluer l’anticorps secondaire dans une nouvelle solution de 
blocage (en général 1 : 20 000). 
- Incuber la membrane pendant 2 heures à température pièce. 
- Suite à l’incubation, laver la membrane quatre fois pour 10 
minutes chaque dans une solution de TBS pH 7.5 seul. 
NOTE : Après cette étape, la membrane peut être conservée quelques 
semaines dans du TBS pH 7.5 
 
d. Révélation avec le substrat. 
- Utiliser le système de détection ECL+ (conservé à 4⁰C) 
- Les quantités de substrat à utiliser sont indiquées dans la fiche 
technique (2 ml et 50µl). Préparer un volume de 2ml pour une 
petite membrane. 
- Déposer la membrane sur un acétate préalablement coupé à la 
taille de la membrane. 
- Verser le substrat et couvrir d’un autre acétate coupé en évitant 
la formation des bulles. 
- Incuber 5 minutes à température pièce. 
- Laver la membrane avec du TBS pH7.5. 
- Déposer la membrane entre deux nouveaux acétates coupés à 
la taille de la membrane et bien essuyer le surplus de liquide. 
- Mettre un papier 3M dans le fond d’une cassette et y fixer les 
acétates contenant la membrane. 
- Mettre un film radiographique par-dessus le montage dans une 
chambre noire. 
- Laisser incuber environ 10 minutes et, dans la salle, tourner le 
film. Laisser incuber 1 minute. On obtient ainsi deux temps 
d’exposition pour une même membrane, 
- Développer le film 
- Réexposer la membrane au besoin. 
NOTE : Il est aussi possible de voir les résultats au Storm. Mettre de l’eau sur la 
vitre, y déposer la membrane protéine sur la vitre et choisir l’option 
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«cheluminescence» du Storm. Noter que la membrane ne peut pas être 
réexposée sur un film suite au Storm. 
NOTE : Si l’anticorps secondaire est marqué à la phosphatase alkaline, utiliser le 
système de détection du protocole d’IHC 
NOTE : Lors du développement de plusieurs membranes faire attention au 
positionnement dans la cassette. Ne pas tourner le film après 10 minutes si les 
membranes occupent tout le fond de la cassette, utiliser un autre film. 
 
3) Solutions  
  Tampon de Transfert (protéine < 80 KDa) 
  25mM   Tris  3gr 
  192mM  Glycine 14.4gr 
  20% (v/v) Méthanol 200ml 
 
Compléter le volume à 1 litre avec H2O. Le pH de la solution devrait 
être à 8.3. Se  conserver à 4°C. 
 
  Tampon de transfert (protéine 20 KDa à 400 KDa) 
  48mM   Tris  5gr 
  390mM Glycine 29.3gr 
  0.1% (w/v) SDS  1gr 
  20% (v/v) Méthanol 200ml 
 
Compléter le volume à 1 litre avec H2O et conserver à 4°C. Pour le 
transfert, mettre à 24 volts 1 hr, puis 84 volts toute la nuit. On perd la 
coloration des poids moléculaire avec ce tampon. 
 
Tampon TBS pH 7.5 
 20mM  Tris 2.4gr  20ml  1M Tris pH 7.5 
 150mM  NaCl 8.8gr  50ml  3M NaCl 
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Ajuster le pH à 7.5  Compléter le volume à 1 litre  
 Compléter le volume à 1 litre avec H2O 
 
TBS Tween 0.1% 
  200µl de Tween 20% dans 200ml de TBS pH 7.5 
  Couper le bout du tips pour pipeter le Tween 
 
4) Référence : 
Harlow E, Lane D. Antibodies. A laboratory Manual, 1988, Cold Spring 
Harbor Laboratory, P 471-510 
Mierendorf R, Percy C, Young R. 1987. Gene isolation by screening 
lambdaGT11 librairies with antibodies. In: Guide to molecular cloning 
techniques. Methods in enzymology. Ed. S.L. Berger and A.R.Kimmel. P458-
469 
 
Nathan M, Robinson R. 1995. Optomized immunoscreening of cDNA 
librairies. FOCUS 17 (2): 49-52 
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ANNEXE C 
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Protocole d’immunofluorescence 
(Modifié de «cell signaling Immunofluorescence protocol») 
A. Solutions et réactifs 
NOTE: Les solutions doivent être préparées avec de l’eau Mili-pore 
1. 10X Saline de Phosphate tamponnée (PBS): pour préparer 1L, ajouter 80g 
de chlorure de sodium (NaCl), 2g de chlorure de potassium (KCl), 14.4g de 
phosphate de sodium dibasique (Na2HPO4) et 2.4g de phosphate de potassium 
monobasique (KH2PO4) à 1L d’H2O. Ajuster le pH à 7.4. 
2. Xylène 
3. Éthanol, anhydrique dénaturé, grade histologique, 100% et 95% 
4. Eau distillée (dH2O) 
5. Tampon de blocage: pour préparer 25 mL, ajouter 2.5mL 10X PBS, 1.25mL 
de sérum normal de la même espèce que l’anticorps secondaire (eg. Sérum 
normal de chèvre) et 21.25 mL d’H2O. Bien mélanger. En mélangeant, ajouter 
75 µL de Triton X-100 (100%). 
6. Tampon de blocage sans sérum: Pour préparer 25 ml, ajouter 2.5mL 10X 
PBS, 22.425 ml d’H2O, mélanger. En mélangeant, ajouter 75 µL Triton X-100 
(100%). 
7. Tampon 10 mM Citrate de Sodium: Pour préparer 1L, ajouter 2.94 g de sel 
trisodium citrate de sodium dihydrate (C6H5Na3O7•2H2O) à 1 L d’H2O. Ajuster 
le pH à 6.0. 
8. 1X PBS, salé (0.4M) (high salt PBS): pour préparer 1L, ajouter 100mL de 
PBS 10X à 900 mL d’H2O. Ajouter 23.38 g de NaCl et mélanger. 
9. Anticorps secondaires conjugués à des fluorochromes (1 :1000) 
 Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG Higly cross-absorbed (A11037) 
 Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG Higly cross-absorbed (A11029) 
NOTE: Lors de l’usage d’un anticorps, primaire ou secondaire, pour la première 
fois, titrer l’anticorps pour déterminer la dilution optimale offrant un signal le plus 
fort avec le moins de background pour un échantillon donné.  
10. VECTASHIELD®, médium de montage avec DAPI, vector laboratories cat#H-
1200 
11. Anticorps primaires 
 Anticorps polyclonal de lapin anti-SRF d’origine humaine, Santa Cruz 
(SC-335), lot#D1709, 1:250 
 Anticorps monoclonal de souris anti-actin  smooth-muscle clone 
1A4, fluide d’ascite, Sigma (A2547), 1:250 
 
B. Préparation des spécimens 
  
 
xxxii
 I. Sections de paraffine (IF-P) 
IMPORTANT: vérifier la section application de la fiche technique pour s’assurer que 
le produit est validé et approuvé pour un usage en immunofluorescence de section en 
paraffine.  
Déparaffination/Réhydratation: 
1. Incuber les sections dans trois lavages de xylène pour 5 minutes chacun. 
2. Incuber les sections dans deux lavages d’éthanol 100% pour 10 minutes 
chacun. 
3. Incuber les sections dans deux lavages d’éthanol 95% pour 10 minutes chacun. 
4. Rincer les sections deux fois dans l’H2O milipore pour 5 minutes chacun. 
Démasquage d’antigènes: 
1. Placer les lames dans la solution tampon de citrate de sodium 10 mM à pH 6.0 
à température pièce. 
2. Amener les lames à ébullition dans la solution tampon en utilisant un bain 
d’eau et maintenir à 95-99°C pour 10 minutes. (mettre la plaque chauffante à 
500 pour 30 minutes) 
3. Laisser les lames refroidir pour for 30 minutes sur la paillasse. 
4. Rincer les sections dans l’H2O milipore trois fois pour 5 minutes chacun. 
5. Rincer les sections dans du PBS pour 5 minutes. 
6. Procéder avec l’immunomarquage dans la section C. 
C. Immunomarquage 
NOTE: Toutes les incubations subséquentes doivent être effectuées à température 
pièce, sauf indication contraire, dans une boîte humide étanche à la lumière pour 
prévenir le séchage et la décoloration du fluorochrome.  
1. Sortir une lame à la fois du bain de PBS. Secouer l’excès de fluide de la lame. 
Toujours s’assurer qu’aucune section de la lame ne sèche. 
2. Encercler les sections de tissu avec un crayon hydrophobique sur chaque lame. 
3. Placer les lames dans la boîte humide étanche à la lumière et appliquer le 
Tampon de Blocage avec Sérum. 
4. Bloquer les échantillons avec le Tampon de Blocage avec Sérum pour 60 
minutes. 
5. Durant la période de blocage, préparer le(s) anticorps primaire(s) en diluant, tel 
qu’indiqué sur la fiche technique du produit, l’anticorps primaire dans la 
solution Tampon de Blocage avec Sérum. 
6. Aspirer la solution de blocage et appliquer l’anticorps primaire SRF. 
NOTE: Pour un double marquage, chaque incubation avec chaque anticorps 
primaire s’effectue séparément.  
7. Incuber «overnight» à 4°C. 
8. Rincer trois fois dans le PBS pour 5 minutes chaque. (ou deux lavages de PBS 
pour 5 minutes suivit d’un lavage de 2 minutes dans du PBS high salt, puis 
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9. d’un lavage de 5 minute dans du PBS 1X). 
OPTION: Pour décroître le background, rincer les lames dans du PBS high salt 
pour deux minutes entre le deuxième et le troisième rinçage de PBS. Cependant, 
cette procédure pourrait réduire le marquage spécifique de certains anticorps.  
10. Secouer les lames et les placer dans la boîte humide étanche à la lumière. 
11. Appliquer la solution diluée d’anticorps primaire α-actin. (option : bloquer les 
spécimens une seconde fois avant d’appliquer le second anticorps primaire) 
12. Incuber 1h à 37°C. 
13. Rincer trois fois dans le PBS pour 5 minutes chaque ou deux fois dans du PBS 
pour 5 minutes chaque, une fois dans le PBS high salt pour 2 minutes et une 
fois dans le PBS pour 5 minutes. 
NOTE: Lors le l’usage d’anticorps primaires directement conjugués avec des 
fluorochromes Alexa Fluor®, passer directement à l’étape C15. 
14. Incuber les lames avec la solution d’anticorps secondaire conjugué à des 
fluorochromes diluée dans une solution Tampon de Blocage sans sérum pour 2 
heures à température pièce dans le noir. 
NOTE: Pour un double marquage, préparer un cocktail d’anticorps secondaires 
conjugués à des fluorochromes à dilution appropriée dans le Tampon de Blocage 
sans Sérum. 
15. Rincer les lames dans le PBS/PBS high salt tel que dans l’étape 8. 
16. Enlever l’excès de liquide. Mettre 2 gouttes de Vectashield® sur les grosses 
sections de tissus, pour les plus petites sections mettre une goutte. 
17. Couvrir l’échantillon avec une lamelle. S’assurer qu’il n’y a pas de bulles dans 
la solution Vectashield®. Délicatement essuyer l’excès de liquide.  
18. Sceller les lames en couvrant les contours des lamelles avec du vernis à ongles. 
19. Vectashield® ne polymérise pas. Pour un stockage à long terme, entreposer les 
lames à plat protégées de la lumière à -20°C. 
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ANNEXE D 
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Protocole de prise de photo et de modification des 
images au microscope 
1- Trouver le champ à prendre en photo sur la lame. 
2- Dans le menu de gauche, sélectionner l’onglet du DAPI. 
3- Cliquer sur « mesure ». 
4- Dans la fenêtre qui apparaît, centrer et refocusser l’image en regardant la fenêtre 
sur l’écran seulement. 
5- Cliquer sur « ok ». 
6- Sélectionner l’onglet de la rhodamine. 
7- Dans la fenêtre qui apparaît, sélectionner le temps d’exposition désiré (10ms pour 
le SRF). 
8- Cliquer sur « ok » 
9- Sélectionner l’onglet du FITC. 
10- Dans la fenêtre qui apparaît, sélectionner le temps d’exposition désiré (15ms pour 
l’-actin). 
11- Cliquer sur « ok ». 
12- Dans le bas du menu de gauche, à droite, cliquer sur « start ». 
13- Une image apparaît. 
14- Dans le menu du bas de l’image, cliquer sur « on ». Il changera pour « off ». 
15- À droite de cet icône, cliquer sur l’onglet bleu (1). 
16- Faire glisser le curseur sur l’image, cliquer avec le bouton de droite de la souris. 
17- Aller sélectionner « propriété ». 
18- Aller cliquer sur le bouton « min/max ». 
19- Sans quitter la fenêtre, aller sélectionner dans le bas de l’image l’onglet rouge (2). 
20- Cliquer sur le bouton « min/max ». 
21- Aller sélectionner l’onglet vert (3) et cliquer sur « min/max ». 
22- Fermer la fenêtre « propriété » 
23- Cliquer sur le bouton « off » dans le bas de l’image. On obtient l’image avec les 
trois couleurs. 
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Protocole de comptage de point et morphométrie 
avec Image J 
 
1. Comptage des points 
1.1. Obtenir le plugin « pointpicker » sur le site de ImageJ et l’installer 
1.2. Ouvrir image J 
1.3. Ouvrir l’image à analyser sous format JPG 
1.4. Agrandir l’image au grossissement désiré 
1.5. Aller dans le menu « Plugins » 
1.6. Sélectionner l’option « pointpicker » dans le bas du menu 
 
1.7. Sélectionner l’option « pointpicker » à nouveau 
1.8. À l’aide du curseur en croix, sélectionner les noyaux bleus dans la portion 
verte (muscle lisse) 
1.8.1. En double cliquant sur le curseur de sélection, on peut choisir l’option 
monochrome. Cela fait en sorte que les croix soient toutes de la même 
couleur. 
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1.8.2. Pour obtenir le compte des croix, donc des noyaux, cliquer sur le 
bouton «export/import list of points». Sélectionner le bouton «show». 
Faire défiler la liste qui apparaît jusqu’en bas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.8.3. La liste qu’on obtient commence à compter à partir de zéro. Il faut 
donc ajouter un point de plus au compte de la colonne de gauche. On 
regarde le dernier chiffre de la liste sous la colonne « point». 
 
1.9. Refaire les dernières manipulations, mais cette fois-ci en sélectionnant les 
noyaux rouges et bleus dans la portion verte 
 
1.10. Pour changer d’image ou si l’on veut déplacer l’image de gauche à 
droite, cliquer sur le bouton « exit pointpicker».  
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2. Morphométrie 
2.1. Ouvrir l’image JpeG de la lame de calibration au grossissement 40x (comme 
les autres images) 
2.2. Sélectionner l’icône «line» dans le menu, puis « Straight Line » 
 
2.3. Effectuer une ligne droite d’une longueur connue sur l’échelle de la lame de 
calibration 
2.4. Dans le menu analyse, sélectionner l’option «set scale» 
 
2.5. Entrer les bonnes équivalences de l’échelle pour la lame de calibration 
(«Known Distance» : 100 et «Unit Lenght» : μm) 
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2.6. Cocher la case «global» 
2.7. Cliquer sur «ok» 
2.8. Sélectionner l’image ouverte 
2.9. Aller dans le menu «analyse», cliquer sur «Tools», puis «Scale bar». Une 
échelle va apparaitre sur l’image. Vérifier si les mesures sont les bonnes et 
décider la localisation de l’échelle dans la fenêtre qui apparaitra. 
 
2.10. Cliquer avec le bouton de droite sur l’icône «Line» et sélectionner 
«Freehand line». 
 
 
 
  
 
xli
2.11. Avec cet outil, suivre la base de l’épithélium (noyaux en bleu) vis-
à-vis le muscle lisse en vert. (plus facile avec le Bamboo Pad®) 
 
 
2.12. Ensuite, dans le menu «analyse» cliquer sur «mesure» (ou faire crtl + 
M). 
2.13. Dans le tableau qui apparait, des mesures sont indiquées. «Length» est 
pour le périmètre de la sélection.  
 
2.14. On peut aussi obtenir le périmètre en sélectionnant «set mesurement» 
dans le menu «analyze». Dans le tableau qui apparait, on sélectionne les 
mesures désirées. 
